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脳の重量は成人体重の約 2%を占め、その活動のために酸素を消費しつづけることが必
要であり、脳の酸素消費量は全身の約20%に相当する 1,2)消費された酸素からは、スーハ
ーオキサイドアニオンなどの活性酸素種(Reactive oxygenspecies: ROS)が産生されるため、
脳はROSが多量に発生する組織である3,4)。 ROSは、核酸や蛋白質、脂質を酸化し、細胞を
傷害する。このため、細胞にはROS による酸化的ストレスに対する防御系として、 ROS を
代謝し無毒化する抗酸化物質や抗酸化酵素が存在する5)。アルツハイマー病やパーキンソン
病などの神経変性疾患患者の脳では、病変部位で脂質過酸化物等の酸化的ストレスマーカ
ーが増加していること6,刀、また、 ROSが種々の培養神経細胞に細胞死を誘導することから
8'1の、神経変性疾患での神経細胞死には、 ROSの産生増加、抗酸化防御系の破綻、あるいは
その両者による酸化的ストレスが関与すると考えられている。
グリア細胞の一種であるアストロサイトは、神経栄養因子の産生、神経細胞に対する栄
養の供給、過剰な神経伝達物質の除去、細胞外イオン濃度の調節等により神経細胞の生存
維持に重要な役割を果たしているΠ・B)。また、アストロサイ Nよ、神経細胞の酸化的スト
レス障害からの保護に重要な役割を果たしている。アストロサイトは、脳内の他の細胞に
比べ抗酸化物質であるグルタチオン(GSH)の含有量が多く、細胞外の ROS の消去や隣接
する神経細胞へのGSH の供給を介して、神経細胞を酸化的ストレスによる障害から保護し
ている 14-16)。 GSH は、酸化的ストレスに対する防御系において中心的な役割を果たしてお
り 17)、神経細胞の GSH合成はアストロサイトからの GSH供給に依存しているため 18)、ア
ストロサイトのGSH 産生及びその神経細胞への供給は、神経細胞の生存維持にきわめて重
要である。
脳内のノルアドレナリン神経細胞の細胞体は、主に青斑核に存在し、そこから脳全体に
神経線維を投射している抄)。ノルアドレナリン神経は、シナプスのみならず、細胞体や軸
索瘤からもノノレアドレナリンを細胞外へ放出する 20)。このことから、ノノレアドレナリンは、
神経細胞だけでなくアストロサイトなどのグリア細胞の機能調節にも関与することが示唆
されており、実際に、培養アストロサイトを用いた検討から、ノルアドレナリンは、アス
トロサイトのNが, K、.ATpase 活性やグルタミン酸取り込み能を促進することが報告されて
いる 21'23)。また、ノルアドレナリンは、アノレツハイマー病やハーキンソン病のなどの神経
変性疾患において、神経保護作用を有することが示唆されている。アルツハイマー病やハ
ーキンソン病患者の脳では、発症初期から青斑核のノルアドレナリン神経細胞が脱落する
ことが知られている 24'26)。また、アノレツハイマー病やパーキンソン病の動物モデノレにおい0
て、選択的神経毒によりノルアドレナリン神経を脱落させることで、コリン作動性神経細
胞やドパミン作動性神経細胞が脆弱になることが報告されている 27-29)。さらに、これらの0
動物モデルでの神経細胞死には、酸化的ストレスが関与すると考えられている 30,3D。これ0
らのことから、脳内ノルアドレナリン量の減少は、神経細胞の酸化的ストレスに対する感
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受性を増大させることが示唆される。アストロサイトでのGSH産生とその神経細胞への供
給は、隣接する神経細胞の酸化的ストレスに対する感受性に重要な影響を与えるため、ノ
ルアドレナリンは、アストロサイトの GSH 産生やその神経細胞への供給に影響を与える
可能性が考えられる。しかしながら、アストロサイトのGSH産生やその神経細胞への供給
に対するノルアドレナリンの影響はほとんど明らかにされていない。
本研究ではノルアドレナリンの神経保護作用を明らかにする目的で、アストロサイトの
GSH 産生とその神経細胞への供給に対するノルアドレナリンの影響について検討した
第一章アストロサイトにおけるノルアドレナリンによる GSH 産生誘導機構
GSH は、 GSH 合成の律速酵素である glutamate・cysteine li8ase (GCL)(別称
γ・glutamylcysteine synthetase:γ・GCS)と GSH 合成酵素の連続した反応により、グノレタミン
酸、システイン及びグリシンから合成されるトリペプチドである勤。 GSH は、システイン
残基のチオール基を介して、ヒドロキシルラジカル等のROSを消去し、無毒化するまた、
GSH は、過酸化水素や脂質過酸化物等の過酸化物を代謝するグルタチオンペルオキシダー
ゼの補因子として働き、抗酸化作用を発揮する 33,殉。これらの過程でGSHは酸化され、酸0
化型 GSH (GSSG)へと変換されるが、 GSSG はグルタチオンレダクターゼの働きにより、
NADPH依存的にGSHへと還元され、再びROS の代謝に利用される 32'34)。神経細胞を含む0
種々の細胞において、GSH合成を阻害する薬物等で細胞内GSH量を減少させることにより、
ROS による酸化的ストレスに対する感受性が増大司、ることが示されており 35,36)、 GSH は
ROSによる酸化的ストレス障害に対する防御系において、中心的な役割を果たしている。
GSH の基質であるシステインは酸化されやすいため、多くの細胞はシステインの酸化二
量体であるシスチンを取り込み、 GSH合成に利用する 32)。しかし、神経細胞はシスチンの
取り込み能に乏しく、神経細胞のGSH合成に必要なシステインは、アストロサイトからの
GSH供給に依存していることが知られている勁。アストロサイトで合成された GSH のー0
部は細胞外へ放出され、アストロサイトの細胞膜上に存在するγ、グルタミルトランスペプ
チダーゼによりグルタミン酸とシステイニノレグリシンに分解される 35)。さらに、システイ
ニルグリシンはジペプチダーゼによりシステインとグリシンに分解され、産生されたシス
テインは神経細胞に取り込まれてGSH 合成に利用される 35,36)。神経細胞は、アストロサイ
トに比べ抗酸化物質や抗酸化酵素の含有量が少なく、また、神経細胞膜には脂質過酸化を
受けやすい不飽和脂肪酸が多く含まれているため、 ROS による酸化的ストレスに対して脆
弱である 35,37・勁。これらのことから、アストロサイトにおける GSH の産生とその神経細胞
への供給は、 ROS による酸化的ストレス障害からの神経細胞の保護に非常に重要な役割を
果たしていると考えられる。
ノルアドレナリンは、 7 回膜貫通型の G 蛋白質共役型受容体であるアドレナリン受容体
を介して、その生理作用を発現する 19)。アドレナリン受容体には、α1、α2 及びβの 3 つの
タイプの受容体が存在し、さらに各タイプの受容体には、 3 つずつのサブタイプ(α1:αIA、
αIB、αID;α2:α2A、α2B、α2C;β:β1、β2、β3)力§存在する。ラット、マウス及び二ワトリの初
代培養アストロサイトを用いた研究において、アストロサイトには、アドレナリン受容体
サブタイプとして、αIA、α2A、β1、β2 及びβ3 受容体が発現しており、それらの受容体を
グトして、ノノレアドレナリンカ§、 brain・derived neurotrophic factor合'万戈、 Na+, K+、ATpase 1舌↑生、
グルタミン酸取り込み能及びグルコース取り込み能を促進することが報告されている 21-23,
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本章では、アストロサイトの GSH 産生に対するノルアドレナリンの影響にっいて、ヒ
トアストロサイトーマ U.251MG 細胞及びマウス初代培養アストロサイトを用いて検討し
た。
1)薬物及び抗体
ウシ』台j早'血、1青(fetal bovine serum; FBS) 1才 Nichirei Bioscience lnc.(Tokyo, Japan)より貝蒜ン入
した。 streptomycirvpeniciⅡin 溶液、 n.1ngizone、 Dulbecco'S Modified Eagle'S Medium (DMEM)、
5・sulfosalicylic acid、 aten0101、 SR 59230A、 dibutyryl cAN伊(DBCAN伊)、 forskolin、 pertussis toxin
(PTX)は Sigma(st.Louise, MO, US.A)より購入したノルアドレナリン、butoxamine はFluka
田Uchs, switzerland)より購入した。 SP600125 は Tocris cookson lnc.(Brist01, UK)より購入し
た。 Dimetylsulfoxide (DMSO)、tris (hydroxymethyD aminomethane (Tris)、 glycine、 sodium auoride
(NaF)、 ph印ylmethylsulfonyl auoride (PMSF)及び Sodium dodecylsulfate (SDS)、 5・sulfosalicylic
acid (5・SSA)は NacalaiTesque (Kyoto,Japa川より購入した Tween・20、 Triton x・100 は ICN
Biomedicalslnc.(Aurora, OH, US.A)より購入した。抗γ・Gcs catalyticsubunit 抗体及び抗β3
受容体抗体は Santa cruz Biotechn010gy (santa C川Z, CA, US.A)より購入した。抗りン酸化
E懸抗体、抗E懸抗体、抗りン酸化JNK抗体及び抗JNK抗体はCe11SignalingTechn010gylnc
(Beverly, MA, US.A)より購入したその他の試薬は、 wakopurechemicals(osaka,Japan)よ
り購入した。
実験方法
2) U・251MG細胞の培養及び調製
U・251 MG 細胞(Japanese c011ection ofResearch Bioresource, osaka, Japan)は、 10% FBS、
100 μg/mL streptomycin、 100 IU/mL peniciⅡin、 1 μ8/mL fungizone を含む DMEM ao%
FBSのMEM)中にて、5%coy95%air、37゜C で培養したホ醐包内GSH量の測定、 westemblot
法及びRNA の調製用には 1 杠06Cens/dishの密度で 10cmdish に、細胞外GSH量の測定に
は、 5* 104CeⅡS/weⅡの密度で 24 WeⅡPlate に播種した
3)マウス初代培養アストロサイトの調製
生後0~2日のマウスの大脳皮質を摘出し、細断後、 DMEMに懸濁し、800ゞrpm で 5分
間遠心した。上清を除去後、沈殿した細胞を、 025% Twpsin・EDTA溶液で分散し、 370C で
5分間インキュベートした後、 Twpsin・EDTA溶液と同量の 10% FBSDMEM を加え反応を
停止させた。Ⅱ0ゞ宮で 5分間遠心した後、上清を除去し、沈殿した細胞を 10% FBSのMEM
に懸濁し、これを 100 μm セルストレイナー(BD Biosciences, san Die牙0, CA, USA)に通じ
た後、 75Cm2フラスコに播種し、 5% C02/95% air、 37゜C で培養した。培養液は 3日に 1度
置換し、細胞が Conauent になるまで 14-20日間培養した後、フラスコを振とう(200ゞrpm、
Ovemight、 37゜C)し、上清を除去、フラスコを PBS (ー)で 2 回洗浄した。フラスコに接着
した細胞に、 025% Twpsin・EDTA溶液を加え、 370C で5分間反応させることにより、細胞
をフラスコから剥離させた細胞を含むTwpsin・EDTA溶液を遠心管に回収した後、同量の
10% FBSのMEMを加え反応を停止させ、室温、Ⅱ0ゞg で 5分間遠心することにより細胞
を沈殿させた。上清を除去後、沈殿した細胞を 10% FBSのMEM に懸濁し、細胞内GSH量
の測定及びWestemblot法には3ゞ105CeⅡS/dish の密度で6Cmdish に播種した。本方法によ
り得られた細胞は、 95%以上がGFAP陽性を示す、アストロサイトであった。
4)薬物処置
ノルアドレナリンは、 100IU/mLpenici11in、 1 μg/mLfungizone を含み、血清を含まない
DN正M(serum丘eeDMEM:SFDMEM)に溶解し、希釈した。PTXは滅菌水に溶解させた後、
SFのMEMに希釈した。その他の試薬はDMS0に溶解させた後、SFのMEMに希釈した。ノ
ルアドレナリンは、細胞播種24時間後に、培養液をノルアドレナリンを含む培養液へと置
換し、処置した。 phenoxybenZ田nine、 propran0101、 aten0101、 butoxamine、 SR 59230A、 PD98059、
SP600125及びPTX は、ノルアドレナリン処置の 1時間前に培養液に添加し、ノルアドレナ
リンと共存させた。
5)細胞内 GSH 量の測定
細胞内GSH量は、 DTNB りサイクリング法により測定した咽。薬物処置後、細胞をPBS
(ー)で2回洗浄し、スクレーパーで掻破することによりホ剛包をエッペンドノレフチューブに回
収した。 4゜C、500"宮で5分間遠心した後、上清をアスピレートし、沈殿した細胞に 80μL
の 10 mMHC1 を加え、糸醐包を懸濁させた Freezing・thawing(-30゜C、 15分、 37゜C、 5分)を
3 回繰り返すことにより細胞を破砕した後、40C、15,000ゞ宮で 10分間遠心し、上清に40μL
の 10% 5・SSA を加えて除蛋白を行った。 30分間氷上で静置後、 40C、 15,000* 8で 10分間
遠心し、上清をサンプルとした。サンプノレ 10 μL に超純水を 90 μL 加え、さらに reaction
mixture(10o mM sodium phosphate、 1 mM EDTA、 03 mM DTNB、 0.4 mMNADPH、 1 UnivmL
glutathionereductase、PH 7.5)を 100 μL加えた後、405 血の波長で吸光度の増加を測定した。
標準液として酸化型GSHを用いて検量線を作成し、サンプル中のGSH量を算出した。
の細胞外GSH量の測定
薬物処置後、培養液を 300 μL の minimal medium (110 mM Nacl、 5.4 mM KCI、 44 mM
NaHC03、 0.8 mM Mgs04、 1.8 mM caC12、 5 mM glucose、 092 mMNaH2P04、 100 μM acivicin)
に置換して、3時間インキュベートした後、 minimalmedium を回収してサンプルとした。サ
ンプノレ 10 μL に0.11% 5・SSA を90 μL力nえ、さらに reaction mixture aoo mM sodium phosphate、
I mM EDTA、 03 mM DTNB、 0.4 mM NADPH、 1 UnivmLglutathionereductase、 PH 7.5)を 100
μL加えた後、405nmの波長で吸光度の増加を測定した。標準液として酸化型GSHを用い
て検量線を作成し、 minimalmedium 中のGSH量を算出した。
フ) westemblot法
薬物処置後、細胞を氷冷PBS(ー)で2回洗浄し、スクレーパーで掻破することにより細
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胞をエッペンドノレフチューブに回収した 40C、500ゞgで5分間遠心した後、上清をアスヒ
レートし、沈殿したネ醐包に lysisbuaer ao mM HEPES征く0H、 10 mM KCI、 0.1 mM EDTA、 0.1
mM EGTA、 1 mM DTT、 0.5 mM PMSF、 1%NP・40、 PH 7.5)を加え、 20分間氷上に静置し
て可溶化した。 4゜C、 15,000ゞ gで5分間遠心し、その上清をサンプルとしたまた、りン
酸化 E郎及びりン酸化 JNK の検討では、細胞を lysisbU丘er(20 mM Tris.HCI、2% SDS、10 mM
NaF、 1 mM Na3V04、 PH 7.5)で溶解し、 100゜C、 10分間熱処理後、 20OC、 15,000 ゞ宮で 10
分間遠心し、上清をサンプルとした。サンプルを蛋白定量した後、5"LaemmlibU丘er(125mM
Tris・HCI、 25%81ycer01、 5% SDS、 0.2% bromophenolblue、 10% 2・mercaptoethan01、 PH 7.5)を
加えて 100゜C、10分間熱処理を行い、蛋白を変性させた。サンプルの等量の蛋白質 a・20μg)
を 10%の SDS・ポリアクリルアミドゲノレを用いて電気泳動により分離した後、 immobilon、P
transfer membrane (Mi11ゆore c0ゆ., Bedford, NIA, USA)に転写した。その membrane を 0.05%
Tween・20 を含むTris・bua'ered saline (TBS・T)で洗浄した後(室温、 5分* 3 回)、 skim milk
(1・5%)を含む TBS・T で blocking した(室温、1時間) Membra11e を TBS.T で洗浄し(室温、
5分ゞ 2 回)、 skim milk を含む TBS・T で希釈した一次抗体(下記)と反応させた(40C、
Ovemi8ht)。その後、 TBS・T で membrane を洗浄し(室温、5分*3 回)、skim milk を含む TBS、T
で希釈した H即標識抗 rabbitlgG 抗体(1:1,000-2,00のまたは H即標識抗 goatlgG 抗体
(1:1,00のと反応させた(室温、3時間)。 TBS・T で洗浄(室温、 5分ゞ4 回)した後、 E血a11Ced
Chemi・Luminescence(ECL)法により蛋白質バンドを X線フィルム(Fuji釧m. CO. Ltd., Tokyo,
Japa川により検出した。
次抗体 抗γ・Gcs catalytic subunit 抗体(1:1,00の
抗β3 受容体抗体(1:1,00の
抗りン酸化 ERK 抗体 a:2,00の
抗 E懸抗体(1:2,00の
抗りン酸化JNK抗体(1:1,00の
抗 JNK 抗体 a:1,00の
8)RNA の調製
細胞を PBS (ー)で 2 回洗浄し、 SVTotalRNA lsolation system (prome8a, Madison, WI, USA)
を用いて、 promega社の推奨方法に従い卿A を調製した。
9) Reverse transcription・polymerase chain reaction (RT・PCR) t去
RNA を、吸光度測定により定量し、滅菌水を加えて 1μgRNA侶.8μLになるように希釈
し、 0.1 gL dN6、 5 × 1Ststrand、 0.1 M dithiothreit01(DTT)、 5 mM dNTP をそれぞれ 2 μL、
4 μL、 2 μL、 2 μL 力Uえ混合した。ここに M・MLV Reverse Transcriptase(1nvitrogen, carlsbad, CA,
USA)1μL を加え、逆転写反応を行った(37゜C、60分)。逆転写反応産物を滅菌水で20倍希
釈した後、希釈した逆転写反応産物2μL に各プライマーと TaqDNApolymerase を加え、下
記の条件でPCR を行った。 PCR産物を、ethydiumbromide を含む2%ag釘Ose/TBEge1を用い
て電気泳動した後、 UV260nm励起により可視化した。
PCR条件
95゜C 30秒、 55゜C 1分、 72゜C 1分を 40 サイクノレ
プライマーデザイン
β1・receptor foNard
β 2・receptorf0則ard
β 3-receptorfoNard
reverse
TCGTGTGCACCGTGTGGGCC
AGGAAACGGCGCTCGCAGCTGTCG
GCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC
CCCATCCTGCTCCACCT
GCTCCGTGGCCTCACGAGAA
CCCAACGGCCAGTGGCCAGTCAGCG
reverse
1のデータ解析
実験結果は、 3-4 例の平均値士 S.E.M.として表した。有意差検定は ANOVA を行い、
Post・hoctest として Sche任e'stest または Durmett'stest を行った。
reverse
1.1 ヒトアストロサイトーマU.251MG細胞の細胞内GSH量に対するノルアドレナリンの
影響
ヒトアストロサイトーマ U、251MG 細胞において、ノルアドレナリンにより GSH の産生
誘導がみられるか否かを明らかにする目的で、細胞内 GSH 量を DTNB りサイクリング法
により測定した。
U・251 MG 細胞において、ノルアドレナリン(1-100 μM)の 24時間処置は、その濃度依
存的に細胞内 GSH 量を増加させた(Fig.1A)。また、ノルアドレナリン(10 μM)を 12時
間以上処置することにより、細胞内 GSH 量は有意に増加した(Fig.1B)
実験結果
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Fig山e l. E丘'ect ofnoradrena1血e on the concentration ofintrace11Ular GSH in u・251 MG ceⅡS
U・251 MG ceⅡS were treated with noradrenaline (NA) atthe indicated concentrations for 24 h (A) or with
10 μM NA for various times (B).1n訂'ace11Ular GSH concen廿ations were determined as described 血
Methods. Results show the mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 4 independent experiments.*P く 0.05 **P く
0.0I VS. contr01
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次に、U・251MG 細胞におけるノルアドレナリンによる細胞内 GSH 量の増加へのアドレ
ナリン受容体の関与を明らかにする目的で、アドレナリン受容体作用薬及び遮断薬の影響
について検討した。
非選択的α受容体遮断薬 PhenoxybenZ田nine(10 μM)は、ノルアドレナリン(10 μM)に
よる細胞内 GSH 量の増加に影響を与えなかった(F喰.2A)。また、α1 受容体作用薬
Ph肌y1叩hrine a・100 μM)及びα2 受容体作用薬 Clonidine(1-100 μM)は、いずれの濃度にお
いても細胞内 GSH 量に影響を与えなかった(F喰.2B)。一方、非選択的β受容体遮断薬
Propran0101(50μM)は、10μM ノルアドレナリンによる細胞内 GSH 量の増加をほぼ完全に
阻害した(Fig.2C)。また、非選択的β受容体作用薬 isoproteren01は、 30及び 100 μM の濃
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度で細胞内GSH量を有意に増加させた(Fig.2D)
これらの結果から、U・251MG細胞においてノルアドレナリンはβ受容体を介して細胞内
GSH量を増加させることが示唆された。
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Figure 2. Noradrenaline increases the in訂'ace11Ular GSH concentration by stimulating β・adrenoceptors in
U・251 MG ce11S.
(A, C) U・251 MG ce11S were treated for 24 h with l0 μM noradrenali11e (NA) in the absence or presence
Of l0 μM ph飢Oxyb伽Zamine (PBA; A) or 50 μM propr帥0101(PRO; C).1n廿aceⅡUlar GSH
Concentrations were determined as described hl Methods. Results show the mean + S.E.M. obtained 丘'om
4 independent experiments.*P く 0.05 (B, D) U・251 MG ceⅡS were treated with phenyleP11rine (PHE),
Clonidine (CLO; B) or isoproteren01(1SO; D) atthe indicated concentrations for 24 h.1ntrace11Ular GSH
Concen廿ations were determined as described 註I Methods. Results show the mean + S.E.M. obtained 丘'om
3・4 independent experiments.*円く 0.05 VS. contr01
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12 U・251MG細胞におけるノルアドレナリンによるGSH産生誘導へのGCLの関与
U・251細胞におけるノルアドレナリンによる細胞内GSH量の増加へのGSH合成の律速酵
素であるGCLの関与を明らかにする目的で、GCLの触媒サブユニット(GCLC)の発現量に
対するノルアドレナリンの影響について、 westemblot 法により検討した。
ノルアドレナリン a・100μM)の24時間処置は、その濃度依存的にGCLC の発現量を増
加させた(F喰.3A)。また、その増加は Propran0101(50 μM)により有意に阻害された(Fig.3B)。
アストロサイトは細胞外にGSH を放出することが知られている 44)。このことから、ノル
アドレナリンはアストロサイトの細胞外へのGSH放出を抑制することにより、細胞内GSH
量を増加させる可能性が考えられる。そこで、 U、251 MG細胞による細胞外へのGSH放出
に対するノルアドレナリンの影響について検討した。
ノルアドレナリン(10-100μM)の24時間処置は、U、251MG細胞から細胞外へのGSH 放
出量を有意に増加させた(Fig.3C)。
これらの結果から、U・251MG細胞においてノルアドレナリンは、β受容体を介してGCLC
を発現誘導することにより、細胞内GSH量を増加させることが示唆された
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Fig山e 3. Noradrenaline 血duces GCLc proteins via β・adrenoceptor stimulation in u・251 MG ceⅡS.
(A, B) U・251 MG ce11S 、Nere treated for 24 h with noradrenaline (NA) atthe hldicated concentrations (A)
Or with l0 μM NA in the absence or presence of50 μM propran0101(PRO; B). The levelofGCLc protein
Was determined by westem blotting.β・Actin was used as a sample・10ading contr01. Relative intensity of
the bands, as quanti丘ed by densitometry, is shown below the proteⅡl bands. The level of GCLc protein
Was expressed as relative intensity compared with that ofthe contr01 (arbitrarily set as " 1.0").(C) U・251
MG ceⅡS 、vere treated with NA at the i11dicated concentrations for 24 h. Then the culture medium was
replaced with a minimal medium, and the ceⅡS were then i11Cubated fbr 3 h. Therea丑er the amount of
GSH released i11to the minimal medium was detemined as described hl Methods. Results show
representative blots of 3・4 independent experiments (A) and the mean 士 S.E.M. obtai11ed 丘'om 3・4
independent experiments (B, C).*円く 0.05,**,< 0.01, significantly dia'erent 6'om the contr01, or
Significant di丘erence bet、veen bracketed values.
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13 U、251MG細胞におけるノルアドレナリンによる GSH産生誘導へのβ3 受容体の関与
U・251 MG 細胞におけるノルアドレナリンによる細胞内 GSH 量の増加に関与するβ受
容体サブタイプを明らかにする目的で、β受容体選択的遮断薬及び作用薬の影響について
検討した。
ノルアドレナリン(10 μM)による細胞内 GSH 量の増加は、β1 受容体選択的遮断薬
at印0101(30 μM)及びβ2 受容体選択的遮断薬 but0松mine(30 μM)により阻害されなかっ
たが、β3 受容体選択的遮断薬 SR59230A(30μM)により有意に阻害された(Fig.4A)。また、
ノルアドレナリン(10 μM)による GCLC の発現量の増加は、 aten0101(30 μM)及び
butoX田nine β0μM)により阻害されなかったが、 SR59230A(30μM)により有意に阻害され
た(Fig.4B)。さらに、β1 受容体選択的作用薬 denopamine(10μM)及びβ2 受容体選択的作
用薬 Salbutam01(10μM)は細胞内 GSH 量に影響を与えなかったが、β3 受容体選択的作用
薬 CL316243(2μM)は細胞内 GSH 量を有意に増加させた(F喰.4の
(A) (B) (の
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Figure 4. Noradrenaline increases in廿ace11Ular GSH concentration via stimulation ofβ3・adrenoceptors hl
U・251 MG ceⅡS
(A, B) U・251 MG ce11S were treated fbr 24 h with l0 μM noradrenalhle (NA) in the absence or presence
Of30 μM aten0101(ATE),30 μM butoxamine (BTX) or 30 μM SR59230A (SR).(A) The in廿aceⅡUlar
Concenh'ation of GSH was determ血ed as described 血 Methods. Results show tbe mean + S.e
Obtained from 4 independent expermlents.*P く 0.05 (B) The level ofGCLc protein was determined
by w'estem bl0廿ing.β・Actin was used as a sample・10ading contr01. Relative intensity of the bands,
quantified by densitome廿y, is shown below the protein bands. The level ofGCLc was expressed as
relative mtensity compared with that ofthe con住01(arbitrarily set as " 1.0"). Results show representative
blots of4 independent experiments and the mean 士 S.E.M. obtained from 4 independent expeYiTnents.
*P く 0.05,艸P く 0.01 (C) U・251 MG ceⅡS were 廿eated with l0 μM denopamine (DEN),10 μM
Salbutam01 (SAL) or 2 μM CL316243 (CL) for 24 h. The in廿aceⅡUlar concen廿ation of GSH was
determi11ed as described in Material and Methods. Results show the mean 十 S.E.M. obta血ed 丘'om 4
independent experiments.*P く 0.05,**P く 0.0I VS. con廿01.
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次に、U・251MG 細胞におけるβ受容体サブタイプの mRNA発現について RT、PCR法に
より検討した。その結果、U・251MG 細胞には、β1、伐及び伐のすべてのβ受容体 mRNA
が発現していることが明らかになった(F喰.5A)。また、氏受容体蛋白質の発現について
Westemblot 法により検討した結果、 U.251MG 細胞及びマウス初代培養アストロサイトに
は、β3受容体蛋白質が発現していることが明らかになった(Fig.5B)。
これらの結果より、U、251MG 細胞においてノルアドレナリンは、β3 受容体を介してGCL
を発現誘導することにより、細胞内GSH量を増加させることが示唆された。
(A)
2345
Figure 5. The expression ofβ・adrenoceptor subwpes in u・251 MG ce11S.
(A) The mRNA expressions of β1・,β2・ a11d β3・adrenoceptors in u・251 MG ce11S 、vere examined by
RT・PCR analysis. Results show representative results of 4 independent experiments. Lanes l・5: DNA
Iadder marker, blank,β1 (265 bp),β2 (329 bp), and β3 (314 bp).(B) The protein expression of
β3・adrenoceptor(β3・AR) in u・251 MG ce11S (1ane D and mouse astrocytes in primary culture (1ane 2) was
examined by westem bl0廿血g. Results are representative of 4 independent experiments. Mouse brahl
Iysate was used as a positive control dane 3)
50o bp -
30o bp -
(B)
β3・AR ・ 68 kDa
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1.4 U.251MG細胞におけるノルアドレナリンによる GSH産生誘導へのNIAPK 系の関与
β3受容体は7回膜貫通型のG蛋白質共役型受容体であり、GS蛋白質を介してアデニル酸
シクラーゼーCAN伊系と共役していることが知られている 45-47) U.251 MG ネ朋包における0
ノルアドレナリンによる細胞内 GSH 量の増加へのアデニル酸シクラーゼ CAMP 系の関
与を明らかにする目的で、 U・251MG 細胞の細胞内 GSH 量に対する膜透過性 CAMP アナ
ログ DBCAN伊及びアデニル酸シクラーゼを直接活性化する forskolin の影響について検討
した。
DBCAN伊(1 mM)及びforskolin(3 μM)の 24時間処置は、 U・251 MG ネ剛包の細胞内 GSH
量に影響を与えなかった(Fig.6A)。
E既や JNK などの mitogen・activatedproteinkinase(MAPK)は、ヒ団齊帯静脈内皮%醐包や
ヒト気管支上皮細胞株HB引細胞においてGSHの産生誘導に関わることが知られている48,
娚そこで、 U、251 MG 細胞におけるノルアドレナリンによる細胞内 GSH 量の増加への
ERK 及び JNK の関与を明らかにする目的で、 ERK を活性化する NIAPNERK Kinase l
(MEKD 阻害薬PD98059及びJNK阻害薬 SP600125 の影響について検討した
PD98059(50μM)は、ノルアドレナリン(10μM)による細胞内 GSH 量の増加をほぼ完
全に阻害した(F地.6B)。また、 SP600125(20μM)は、単独で細胞内 GSH 量を減少させた
が、ノルアドレナリン(10 μM)による細胞内 GSH 量の増加をほぼ完全に阻害した(Fig
6C)。
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Fi宮Ure 6. Noradrena1血e increases intrace11Ular GSH concentration of u・251 CeⅡS via ERK and JNK
Pathway, but not via a cAMP・dependent path、vay
(A) U・251 MG ce11S were 廿eated with l0 μM noradrenaline (NA),1 mM DBCAMp or 3 μM forskolin
(FSK) for 24 h. The intrace11Ular concentration ofGSH was detemined as described i11Methods. Results
Show the mean土 S.E.M. obtained from 4 independent experiments.*P く 0.05 (B, C) U・251 MG
CeⅡS were treated for 24 h with l0 μM NA in the absence or presence of50 μM PD98059 (PD; B) or 20
μM SP600125 (SP; C). The i11trace11Ular concentration ofGSH was detemined as described in Methods
Results show the mean 士 S.E.M. obtained 負'om 4 independent experiments.*P く 0.05 粋P く 0.01
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次に、 U・251MG 細胞におけるノルアドレナリンによる ERK 及び JNK の活性化につ
いて、抗りン酸化ERK抗体及び抗りン酸化JNK抗体を用いてWesternblot 法により検討
した。ノルアドレナリン(10 μM)の処置により、処置 30分後をピークとしてりン酸化
ERK 量及びりン酸化 JNK 量は増加し、それらのりン酸化量の増加は、処置12時間後ま
で持続していた(datanotshown)。また、ノルアドレナリン(10μM)によるりン酸化 ERK
量及びりン酸化 JNK 量の増加は、SR59230A(30μM)によりほぼ完全に阻害された(F喰
フ)。
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Figure 7 Noradrena1註le activates ERK and JNK by stimulating β3・adrenoceptorsin u・251 MG ceⅡS
U・251 MG ce11S were treated for 30 min with l0 μM noradrenaline (NA) in the absence or presence of30
μM SR59230A (SR). Then the ce11S were harvested, and the levels ofphosphowlated ERK (A) and JNK
(B) were determined by westem bl0廿加g. Relative intensities of phospho・ERK and phospho・JNK,
quantified by densitome廿y, are shown below the protein bands. The levels of phospho・ERK and
Phospho・JNK were expressed as relative intensity compared with the density of the band of the
noradrenaline・treated sample (arbitrarily set as "1.0"). Results are representative of 4 Ⅱldependent
experiments and the mea11士 S.E.M. obtained 丘om 4 independent experiments.*P く 0.05 **P く 0.01
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次に、 U.251MG ネ畍包におけるノルアドレナリンによる GSH 量、りン酸化 ERK 量及び
リン酸化 JNK 量の増加に対する GV0 型 G 蛋白質を不活化する PTX の影響について検
討した。
ノルアドレナリン(10μM)による細胞内 GSH の増加は、 PTX (10on創mL)の存在下で
有意に抑制された(Fig.8A)。また、ノルアドレナリン(10μM)によるりン酸化 E懸量及
びりン酸化 JNK 量の増加も、PTX(10ong/mL)の存在下で有意に抑制された(Fig.8B,8C)。
これらの結果から、 U、251MG 細胞において、ノルアドレナリンによるβ3 受容体を介し
た GSH の産生誘導には、 GV0 型 G 蛋白質を介したE腿及び JNK の活性化が関与する
ことが示唆された。
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Fi牙Ure 8. E丘'ects of pTx on the increase in intrace11Ular GSH and the activation of ERK and JNK by
noradrenali11e in u・251 MG ce11S.
U・251 MG ce11S were treated for 24 h (A) or 30 min (B and c) with l0 μM noradrenali11e (NA) in the
absence or presence of loo ng/'ml pTX.(A) The mtrace11Ular concentration of GSH was detemined as
described in Material and Methods. Results show the mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 4 independent
experiments.*P く 0.05,林P く 0.01 (B, C) The ce11S 、Nere harvested, and the levels of phosphorylated
ERK (B) and JNK (C) were detennined by westem blotting. Relative intensities of phospho・ERK and
Phospho・JNK were quantified by densitometry, and the levels ofphospho・ERK and phospho・JNK were
expressed as relative intensity compared 、vith the density ofthe band ofthe noradrena1血e-treated sample
(arbitrarily set as " 1.0"). Results are representative of4 Ⅱldependent experiments and the mean 士 S.E.M.
Obtained 丑'om 4 血dependent experiments.*P く 0.05 **P く 0.01
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1.5 マウス初代培養アストロサイトの細胞内GSH量に対するノルアドレナリンの影響
マウス初代培養アストロサイトにおいて、ノルアドレナリンにより GSH の産生誘導が
みられるか否かを明らかにする目的で、細胞内 GSH 量へのノルアドレナリンの影響を検
討した。
ノルアドレナリン a・30μM)の24時間処置は、その濃度依存的にマウス初代培養アスト
ロサイトの細胞内 GSH 量を増加させた(Fig.9A)。また、ノルアドレナリン a、30μM)は、
濃度依存的にマウス初代培養アストロサイトのGCLC の発現量を増加させた(F喰.9B)
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Figure 9. Noradrenaline increases the levels ofintrace11Ular GSH and GCL protein in mouse
astrocytes in primary culture.
(A, B) primary culture of mouse astrocytes 、vere treated with noradrenaline (NA) at the indicated
Concentrations for 24 h.(A) 1ntrace11Ular GSH concentrations were determined as described in Methods.
Results sho、N the mean 士 S.E.M. obta血ed 丘'om 3-4 independent experiments.*P く 0.05,**P く 0.0I VS.
Contr01.(B) The level of GCLc protein was determined by 圦lestem blotti11g. Relative intensity of the
bands, quantified by densitometry, is shown below the protehl bands. The level ofGCLc protein was
expressed as relative intensity compared with that of the contr01 (arbi廿arily set as " 1.0"). Results show
blots representative of 4 independent experiments and the mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 4 independent
experiments.*円く 0.05 VS. contr01.
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次に、マウス初代培養アストロサイトにおけるノルアドレナリンによる細胞内 GSH 量
の増加へのアドレナリン受容体の関与を明らかにする目的で、アドレナリン受容体作用薬
及び遮断薬の影響について検討した。
マウス初代培養アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン(10μM)の24時間処置によ
るホ剛包内 GSH 量の増加は、 ph即Oxybenzamine (10 μM)により阻害されなかったが、
Propran0101(10 μM)により有意に阻害された(Fig.1の
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Figure lo. Effects of phenoxybenzamine and propran0101 0n the noradrenalin'induced
increase in intrace11Ular GSH in mouse astrocytes in primary culture
Mouse astrocytes hl primary culture were treated for 24 h with l0 μM NA in the absence or
Presence ofl0 μM phenoxybenzamine (PBA) or l0 μM propran0101(PRO). The intrace11Ular
Concentration of GSH was determined as described in Methods. Resultsshow the mean + S.E.M
Obtained 丘'om 4 independent experiments.**P く 0.01
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また、マウス初代培養アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン(10μM)による細胞
内 GSH 量の増加は、 at伽010la0 μM)及びbutoxamine(10 μM)により阻害されなかったが
(Fig.11A, B)、 SR59230Aa0 μM)により有意に阻害された(Fig.11C)。さらに、 Cι 316243 (2
μM)の24時間処置は、細胞内 GSH 量を有意に増加させた(Fig.ⅡD)。
次に、マウス初代培養アストロサイトにおけるノルアドレナリンによる GCLC の発現誘
導へのβ3 受容体の関与を明らかにする目的で、 SR59230A の影響について検討した。
ノルアドレナリン(10μM)による GCLC の発現量の増加は、 SR59230A(10μM)により
有意に阻害された(Fig.12)。
これらの結果より、マウス初代培養アストロサイトにおいてノルアドレナリンはβ3 受容
体を介して GCLC を発現誘導することにより、細胞内 GSH 量を増加することが示唆され
た。
+
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Figure n. Noradrenaline 血Creases the intrace11Ular GSH concentration via stimulation of
β3・adrenoceptors in mouse astrocytes in primary cU1ωre.
(A) primary culture ofmouse astrocytes were treated for 24 h with l0 μM NA in the absence or presence
Of l0 μM aten0101(ATE),10 μM but0沌mine (BTX) or l0 μM SR59230A (SR).(B) The aS廿OCⅥes were
treated with l0 μM denopamine (DEN),10 μM salbutam01(SAL) or 2 μM CL316243 (CL) fbr 24 h.
Intrace11Ular GSH concen廿ations were determined as described i11 Methods. Results show the mean
S.E.M. obtained 丘'om 3-4 independent experiments.*円く 0.05 **P く 0.01, signi6Candy dia'erent 丘'om
the contr01, or si号ni6Cant dia'erence bet、Neen bracketed values.
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Figure 12. NA increases the level of GCL protein via β3・adrenoceptor stimulation in mouse astrocytes in
Pr血ary culture.
Mouse astrocytes hl primary culture were treated for 24 h with l0 μM NA in the absence or presence of
10 μM SR59230A (SR). The level ofGCL prote血 Was determined by westem blottⅡlg. Relative intensiw
Ofthe bands, quantified by densitometry,is sho、Nn below the protein bands. The level ofGCL protei11 Was
expressed as relative i11tensity compared with that of the contr01 (arbitrarily set as " 1.0"). Results show
blots representative of 4 independent experiments and the mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 4 independent
experiments.**P く 0.01
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β3 受容体は、7回膜貫通型のG蛋白質共役受容体であり、 GS蛋白質と共役することによ
リアデニノレ酸シクラーゼーCAMP系を活性化することが報告されている45・肋。また、マウス
褐色脂肪細胞において、β3 受容体を刺激することにより、CAMP 系を介してグルコース取
り込み能が促進されることが報告されている 50)。一方、マウス前駆脂肪細胞株 C3HIOTν20
細胞において、β3 受容体は、 Gi蛋白質と共役することによりE既などのNIAPKを活性化
することが報告されている 51)。本研究において、膜透過性CAN伊アナログDBCAMP及びア0
デニル酸シクラーゼを直接活性化する forskolinは、 U、251 MG糸朋包の細胞内GSH量に影響
を与えなかった(Fig.6A)。一方、 GV0 型 G 蛋白質を不活化する PTX は、ノルアドレナリ
ンによる U・251 MGホ朋包の細胞内GSH量の増加を阻害した(Fig.8A)。これらの結果から、
U・251MG細胞において、β3 受容体の刺激は、 GV0 蛋白質を介して細胞内GSH量を増加さ
せることが示唆された。
本研究において、 E既を活性化する MEK1の阻害薬PD98059及びJNK阻害薬SP600125
は、 U・251 MG細胞でのノルアドレナリンによる細胞内 GSH量の増加を阻害した(Fig.6B,
6C)。また、 U、251 MG糸朋包におけるノルアドレナリンによる ERK及びJNK の活性化は、
β3 受容体選択的遮断薬SR59230Aにより有意に阻害された(F地.フ)。これらの結果は、U・251
細胞でのノルアドレナリンによるβ3 受容体を介したGSHの産生誘導には、ERK及びJNK
の両キナーゼの活性化が必要であることを示唆している。ノルアドレナリンは、α1受容体
を遺伝子導入したラットクロム親和性PC12細胞において、α1受容体を介して JNK を活性
化すること免)、β2 受容体を過剰発現したヒト胎児腎細胞由来HEK・293細胞において、β2 受
容体を介してERK を活性化すること鋤、ヒトニューロブラストーマ SH.SY5Yネ閉包におい
て、α2 受容体を介してERK及びJNKを活性化すること鋤、ラット脊髄由来アストロサイ
トにおいて、α1 受容体及びβ2 受容体を介してE既及びJNK を活性化することが報告さ
れている")。一方、本研究において、β3 受容体選択的作用薬CL316243 は、 U、251MGネ朋包
の細胞内 GSH 量を増加させたが、α1 受容体作用薬血ewlephrine、α2 受容体作用薬
Clonidine 及びβ2 受容体選択的作用薬 Salbutam01 は、 U・251 MG 細胞の細胞内 GSH 量に影
響を与えなかった(Fig.2B,4C)。これらの結果は、 U・251 MG細胞のGSHの産生誘導が、
α1、α2 及びβ2受容体の刺激ではみられず、β3 受容体の刺激のみでみられることを示して
いる。これらの本研究での結果と過去の報告との相違は、細胞種の違い、細胞ごとのアド
レナリン受容体サブタイプの発現の違い、あるいはアドレナリン受容体サブタイプビとの
脱感作の違いに起因している可能性が考えられた。このことに関連して、α1、α2 及びβ2
受容体は、ノルアドレナリン刺激により、intemaⅡZation や G 蛋白質の脱共役、受容体の発
現低下により数分から数時間で脱感作するが 56'6の、β3 受容体はそれらの機構による脱感作
を起こさないことが報告されている 61,62)。また、本研究において、 U.251MG細胞でのノノレ
アドレナリンによるGSHの産生誘導には、12時間以上の処置時間が必要であることを明ら
考察
かにしている(Fig.1B)。これらのことから、 U、251MG細胞におけるノルアドレナリンによ
るGSHの産生誘導には、β3受容体を介した持続的な細胞内シグナル伝達系の活性化が必要
である可能性が考えられた。
GCLはGSH合成の律速酵素として知られている3D。本研究において、ノルアドレナリン
は、 U・251MG細胞及びマウス初代培養アストロサイトのGCLC蛋白質の発現量及び細胞内
GSH 量を増加させた(Fig.1,3A,9)。また、これらのノルアドレナリンの作用は、β3 受容体
遮断薬 SR59230A により阻害された(Fi8.4A,4B,11A,12)。さらに、 U、251 MG 細胞におい
て、ノルアドレナリンは、細胞外へのGSHの放出量を増加させた(Fig.3C)。これらの結果
は、アストロサイトにおいて、ノルアドレナリンは、β3 受容体を介して GCLC 蛋白質を発
現誘導することにより、細胞内GSH量を増加することを示唆している。また、本研究にお
いて、ノノレアドレナリンはU・251MGホ朋包のGCLcmRNA量を増加させた(datanotshown)。
これらのことから、ノルアドレナリンは、 GCLC を転写誘導することにより、 GCLC 蛋白質
量を増加させることが示唆された。 GCLC の転写は、 nucle田 factor・erythroid 2・related factor・2
(Nrn)、 activator protein l(AP・1)、 nuclear factor・kappa B (NF・KB)などの転写因子により調節
されることが報告されている 63'固。本研究において、ノルアドレナリンは、転写活性を有
するNF・KBのサブユニットである P65 及びNrf2のU251MG細胞の核内での量に影響を与
えなかった(datanotshoW川。このことから、これらの転写因子は、ノルアドレナリンによ
る GCLCの発現誘導には関与しないことが示唆される。このことは、ノルアドレナリンが、
ラット初代培養アストロサイトにおいて、NF・KB の核内移行を阻害するIKBαの発現量を増
加させること、ヒト神経芽ネ朋棚重SK、N、SH細胞において、アミロイドβ1_42による Nrnの活
性化に影響を与えないことからも支持される66,鋤。 E腿とJNKはAP.1の転写活性を調節0
することが報告されている 68,69)。本研究において、 MEK1を阻害しE懸の活性化を阻害す
る PD98059及びJNK阻害薬SP600125 は、ノルアドレナリンによる細胞内 GSH量の増加を
阻害した(Fig.6B,6C)。 GCICの転写誘導の詳細な機構は今後の検討課題ではあるが、これ
らのことから、 U、251 MG 細胞でのノルアドレナリンによる GCLC の発現誘導には、 AP"1
を介した転写誘導が関与する可能性が考えられた。
アストロサイトはGSHを放出することにより神経細胞にシステインを供給し、神経細胞
のGSH合成を促進することが報告されている 35,36)。また、ラット大脳皮質由来神経細胞や
ラット初代培養ドパミン神経細胞において、アストロサイトと共培養することにより、ア
ストロサイトからのGSH供給を介して、ROSによる酸化的ストレス誘発細胞死が抑制され
ることが報告されている 70,71)。本研究において、ノノレアドレナリンは、 U、251MGネ剛包及び
マウス初代培養アストロサイトの細胞内GSH量を増加させた(F地.1,9)。また、ノルアド
レナリンはU・251MG細胞から細胞外へのGSH放出を増加させた(Fig.3C)。これらのこと
から、ノルアドレナリンは、アストロサイトのGSH産生とその細胞外への放出を増加させ、
神経細胞にシステインを供給することで、神経細胞を酸化的ストレス誘発細胞死から保護
することが示唆された。
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第二章では、ノルアドレナリンの神経保護作用について、 U、251MG ホ醐包とヒトニューロ
ブラストーマ SH、SY5Y 細胞の共培養系及び初代培養神経細胞とアストロサイトの共培養
系を用いて検討を行った
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第二章ノルアドレナリンによるアストロサイトを介した神経保護作用
H202 は、生体内においてエネルギー代謝の過程で細胞内で発生し、酸化的ストレスを引
き起こすROS のーつである。他のROSと比較して、 H202 自体の酸化力は弱いが、半減期
が長く、容易に細胞膜を通過する。また、 H202 は、細胞内の鉄イオンなどの遷移金属イオ
ンとのフェントン反応により極めて酸化力の強いヒドロキシラジカルとなり、細胞傷害作
用を示す。 H202は、グルタチオンペルオキシダーゼにより GSH依存的に H20 へと代謝さ
れ、無毒化されるラット大脳皮質由来初代培養神経細胞やマウス海馬由来初代培養神経
細胞において、 GSH合成を阻害する薬物等で細胞内GSH量を減少させることにより、 H202
による酸化的ストレスに対して脆§引こなることが報告されている刀,73)。これらのことから、0
GSHはH202による酸化的ストレスに対する神経細胞の防御系において、非常に重要な役割
を果たしていると考えられる。
アストロサイトによる細胞外へのGSHの放出には、薬剤排出蛋白質として知られている
multidrug resistance protein l (MRPI)が関与することが報告されている 74) M即1 は
ATP・binding cassette (ABC)トランスポータースーパーファミリーに属するトランスホータ
ーであり、 ATP 依存的に有機イオンを細胞外に排出するポンプとして働くお)。神経細胞は
シスチン取り込み能が乏しく、その GSH 合成は、アストロサイトからの GSH 放出による
システイン供給に依存しているため 35,36,76)、アストロサイトのMN1 を介したGSH の放出
は、隣接する神経細胞の細胞内GSH量の維持や酸化的ストレスからの神経細胞の保護に非
常に重要な役割を果たしていると考えられている。
本研究において、第一章で、ノルアドレナリンが、 U、251MG細胞及びマウス初代培養ア
ストロサイトの細胞内GSH量を増加させること、 U.251MG細胞から細胞外へのGSH放出
を増加させることを示した。これらのことから、ノルアドレナリンは、アストロサイトの
GSH 産生とその神経細胞への供給を増加させ、神経細胞を酸化的ストレス誘発細胞死から
保護することが示唆される。
本章では、 H202誘発神経細胞死に対するノルアドレナリンの神経保護作用について、
U・251 MG 細胞とヒトニューロブラストーマ SH、SY5Y 細胞の混合培養系及び初代培養神
経細胞とアストロサイトの混合培養系を用いて検討を行った。
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1)薬物および細胞および抗体
3・(4,5・dimethlythiaz01-2・yl)・2,5・dゆhenlte廿徒olium bromide (MTT)はNacalai Tesque より購入
した。 DL・buthionine・[S,R]・sulfoximine (BSO)、 monochlorobimane (MCB)、抗 gHal abri11ary acidic
Protein (GFAP)抗体は Sigma より購入した。抗 Neuronal Nudei(NeuN)抗体は Merck
MiHゆore corp.(Dannstadt, Germany)より購入した。 MK57Uよ Cayman chemical company
(Atm Arbor, MI, USA)より購入した Acivicin は Enzo Life sciences (plymouth Metting, PA,
USA)より購入した。 PGFP・clvector は Clontech Laboratorieslnc (paloAito, CA, USA)より購
入した。 Fugene 6 は Roche Diagnostics(1ndianapolis,1N, USA)より購入した。 Alexa Fluor568
標識抗ウサギ 1gG 抗体は lnvitrogen より購入した。 Neurobasalmedium、 B27 Supplement Minus
A0 は ThermoFisher scienti丘C,1nc.(waltham, MA, USA)より購入した。 nTC 標識抗マウス
18G 抗体は Cappel(DU血如, NC, USA)より購入した。抗 tyrosine hydroxylase (TH)抗体、
Santa cruz Biotechn010gy (santa cruz, CA, U.S.A)より購入した。その他の試薬は、 WAKO
Pure chemicalS より購入した
実験方法
2) SH・SY5Y細胞の培養、調製及びGFP導入SH、SY5Y細胞の作製
SH・SY5Y細胞は、 10% FBSのMEM 中にて 5% coy95% air、 370C で培養した。細胞生存
率の測定には、 2ゞ 104Ce11S/we11の密度で 96 WeⅡPlate に播種した。 GFP 導入 SH・SY5Y ネ剛包
の作製には、 1ゞ 1が Ce11S/we11 の密度で 24 We11Plate に播種した。
GFP の導入は、細胞播種24時間後に、 Fugene6 を用いて、 PGFP、clvector を Roche社の
推奨方法に従いトランスフェクションした。 0.5 μg の PGFP・clvector と 1.5 μL の Fugene 6
を 100μLの血清フリーのDMEM 中で混合し、室温で5分間インキュベートした。その溶
液を培養上清に添加することによりPGFP、clvectorを SH、SY5Y細胞に導入した。導入4時
間後に、培養上清を 10% FBSのMEMに置換し、さらに培養した。導入24時間後に、培養
上清を 600μ創mLG418 を含むDMEM(G418 含有 DMEM)に置換し、遺伝子導入細胞の選
択を行った。 48時間ごとに、 G418 含有DMEM で培養液を置換し、1週間培養した。その
後、シングノレコロニーを単育隹、培養し実験に用いた。
3) U・251MG細胞の培養及び調製
U・251MG細胞の培養は、第一章の方法に準じて行った。
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4) U.251MG細胞と GFP導入SH、SY5Y細胞の混合培養系の調製及び薬物処置
U・251MG細胞と GFP導入SH.SY5Y細胞の混合培養は、 U・251MG細胞の播種24時間後
に、 U・251MG細胞の培養上清を除去し、 GFP導入SH,SY5Y細胞をU・251MG細胞上に播
種することにより調製した。また、siRNA導入の検討では、 U、251MG細胞への2回目の
SiRNA導入24時間後にGFP導入SH、SY5Y細胞を播種した。 GFP導入SH,SY5Y細胞の細
胞生存率の測定には、 U.251MG細胞と GFP導入SH、SY5Y細胞をそれぞれ5ゞ104CelwweⅡ
の密度で24We11Plate に播種した。また、 GFP導入SH、SY5Y細胞の細胞内GSH量の測定に
は、U・251 MGネ朋包と GFP 導入 SH.SY5Y ネ朋包をそれぞれ0.9* 104CeⅡS/weⅡの密度で 96 We11
Plate に播種した。
薬物処置は、 GFP導入SH・SY5Y細胞播種24時間後から開始し、第一章の方法に準じて
行った。また、 BSO、 SR59230A 及び MK571 は、ノルアドレナリン処置の 1時間前から
共存させた。
5)細胞生存率の測定
SH・SY5Y細胞の単独培養系における細胞生存率の測定はMTT法により行った。薬物処置
後、培養上清にMTT を終濃度0.5mg/mL になるように添加し、 37゜C で 1時間30分インキ
ユベートした。その後、培養上清を除去し、 DMS0 を加えて細胞を溶解し、吸光度(λ=570
nm)を測定した。細胞生存率は無処置の細胞の吸光度を 100%として、%で表した
U・251MG細胞と GFP導入SH、SY5Y細胞の混合培養系における GFP導入SH・SY5Y細胞
の細胞生存率の測定は、蛍光顕微鏡により、視野(接眼レンズ、対物レンズ、各 10倍)の
GFP導入SH・SY5Y細胞の細胞数を計測し(3視野以上、無処置細胞の合計数300以上)、無
処置の混合培養系でのGFP導入SH.SY5Y細胞の細胞数を 100%として、%で表した。
マウス初代培養神経細胞の培養系及びマウス初代培養神経細胞とアストロサイトの混合
培養系における神経細胞の細胞生存率は、問接蛍光抗体法による免疫細胞染色で神経細胞
マーカーのNeuN を染色した後、蛍光顕微鏡で視野(接眼レンズ10倍、対物レンズ20倍)
のNeuN陽性細胞数を計測し(3視野以上、無処置細胞の合計数200以上)、無処置の培養
系におけるNeuN陽性細胞数を 100%として、%で表した。
マウス初代培養ドパミン神経細胞の培養系におけるドパミン神経細胞の細胞生存率は、
間接蛍光抗体法による免疫細胞染色でドパミン神経細胞マーカーのTHを染色した後、蛍光
顕微鏡で視野(接眼レンズ 10倍、対物レンズ20倍)のTH陽性細胞数を計測し(5視
野以上、無処置細胞の合計数 100 以上)、無処置の培養系における TH 陽性細胞数を 100%
として、%で表した。
6)マウス初代培養アストロサイトの調製
第一章の方法に準じてマウス初代培養アストロサイトを調製した。
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フ)細胞内 GSH 量の測定
U・251 MG細胞、 SH・SY5Y 細胞及びマウス初代培養アストロサイトの細胞内グルタチオ
ン量は、第一章の方法に準じて測定した。
U・251 MG 細胞と GFP 導入 SH・SY5Y 細胞の混合培養系における GFP 導入 SH、SY5Y
糸朋包のホ剛包内 GSH 量は、 ceⅡomics anayscan (Themlo scient愉C, sa11Jose, CA, US.A)を用
いて測定した。薬物処置後、培養液にGSHと反応して青色蛍光を示すMCB を終濃度が50
μM となるように添加し、 15分間反応させた。 ce110micS 甜rayscan でGFP 蛍光を示す範囲
を設定し、その範囲における MCB の面積あたりの平均蛍光強度を測定した。 GFP 導入
SH・SY5Y 細胞の細胞内GSH量は、BSO(3mM)を 24時間処置したGFP 導入 SH、SY5Y 細
胞でのMCB の蛍光強度を background とし、無処置のGFP導入SH、SY5Y細胞でのMCB の
蛍光強度を 100%とし、%で表した。
8)マウス初代培養神経細胞の培養系の調製及び薬物処置
初代培養神経細胞は、胎生 14日目のC57BL/6Jマウスの大脳より調製した。摘出した大
脳を裁断後、 DMEM に懸濁し、20OC、Ⅱ0、gで5分間遠心した。上清を除去後、沈殿した
細胞を、0.25%Trypsin・EDTA溶液に懸濁し、37゜Cで5分間インキュベートした。Trypsin、EDTA
溶液と同量の 10% FBSのMEMを加え反応を停止させ後、20OC、Ⅱ0ゞgで5分間遠心した。
上清を除去後、沈殿した細胞を 2% B27 Supplement Minus AO、 0.5 mM glutamine を含む
Neurobasalmedium 中にピペットマンを用いて分散した。分散した細胞を 24We11 プレート
中、 polyethylenimine(PEDでコーティングした 15 mm カバーガラス上に 5 ゞ 105 Ce11S/weⅡの
密度で播種し、 5% C02/95%air、 37゜C で培養した。培養液は48時間ごとに、ν2 量を交換
した。薬物は、 2% B27 Supplement Minus AO、 0.5 mM glutamine を含む Neurobasal medium
に希釈し、処置した。ノルアドレナリンは、細胞播種 5日目に、培養液をノルアドレナリ
ンを含む培養液に置換し、 24時間処置した。また、 H202は、培養液をH202 を含む培養液
に置換することにより処置した。
9)マウス初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系の調製及び薬物処置
初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養は、胎生 14日目のC57BL/6Jマウスの大
脳より調製した。摘出した大脳を裁断後、 DMEM に懸濁し、20OC、Ⅱ0*gで5分間遠心し
た。上清を除去後、沈殿した細胞を、 025%Twpsin、EDTA溶液に懸濁し、 370C で5分間イ
ンキュベートした。Twpsin・EDTA溶液と同量の 10% FBSのMEMを加え反応を停止させ後、
20゜C、Ⅱ0ゞgで5分間遠心した。上清を除去後、沈殿した細胞を 10%FBSのMEM 中にピ
ペットマンを用いて分散した。分散した細胞を 24WeⅡプレート中、 PE1 でコーティング
したカバーガラス上に 5ゞ105CeⅡS/weⅡの密度で播種し、 5% C02/95%air、 370C で培養し
た。培養液は48時間ごとに、ν2 量を交換した薬物は、 2%B27SU即lementMinusAO、
0.5 mMglutamine を含む Neurobasalmedium に希釈し、処置した。ノルアドレナリン及び
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CL316243 は、細胞播種5日目に、培養液をノルアドレナリン及びCL316243 を含む培養液
に置換し、 24時間処置した。 SR59230A は、ノルアドレナリン処置の 1時間前に培養液に
添加し、ノルアドレナリンと共存させたまた、 H202は、培養液をH202 を含む培養液に
置換することにより処置した。
10)マウス初代培養ドパミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系の調製及び薬物処置
初代培養ドパミン神経細胞は、胎生 14日目の C57BL/6J マウスの中脳より調製した。調
製及び薬物処置は、上記のマウス初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系の調製
及び薬物処置と同様に行った。
Ⅱ)間接蛍光抗体法による免疫細胞染色
15mmカバーガラス上で培養した細胞を、薬物処置後、 PBS(ー)で 2 回洗浄し、4%ハ
ラホノレムアノレデヒド溶液で固定した(室温、 15分間)。洗浄後、 0.1%Triton、× 100 を含む
Tris・buaeredsaline(TBS)で細胞を Permeabilize した(室温、 15分間)。染色には、一次抗体
として抗NeuN抗体(1:10の、抗GFAP抗体 a:5のあるいは抗TH抗体 a:10のを用いた。
また二次抗体として、 Ale松Fluor568 標識抗ウサギ1gG 抗体 a:20のあるいは HTC 標識
抗マウス18G抗体(1:20のを用いた。HoechsB3342(10μM)を用いて核の染色を行った後、
カバーガラスをスライドガラス上にマウントし、蛍光顕微鏡により細胞を観察した。
12)データ解析
実験結果は、 3-4例の平均値士 SE.M.、あるいは、 3-4例の代表伊ルして表した。有意差
検定は ANOVA を行い、 post・hoctest として Scheae'stest または Dulmett'stest を行った。
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2.1U・251 MG細胞と SH・SY5Y細胞の混合培養系におけるノルアドレナリンによる H202
誘発神経細胞死抑制作用
ヒトニューロブラストーマ SH・SY5Y ホ醐包の単独培養系において、ノノレアドレナリンが
H202 誘発細胞死を抑制するか否かを明らかにする目的で、SH・SY5Y 細胞の細胞生存率を
MTT法により検討した。
SH・SY5Y ネ朋包において、 H202(50-500 μM)の24時間処置は、その濃度依存的に細胞死
を誘導した(Fi牙.13N。ノルアドレナリン a.100μM)の 24時間前処置は、いずれの濃度
においてもその細胞死に影響を与えなかった(F地. BB)
実験結果
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Figure B. E丘ect ofpretreatment with noradrenaline on H202・induced ce11 death irlhuman neuroblastoma
SH・SY5YceⅡS
(A) SH・SY5Y ceⅡS were treated with H202 atthe indicated concentrations for 24 h.(B) SH・SY5Y ceⅡS
Were 廿eated with noradrenaline (NA) atthe indicated concentrations for 24 h. Then the ce11S were treated
With 250 μM H202 for 24 h. The ce11 Viability was determined by MTT assay. Results show the mean 士
S.E.M. obta註led 丘'om 4 independent experiments
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次に、ノルアドレナリンがアストロサイトを介して神経保護作用を示すか否かを明らか
にする目的で、 U・251MG細胞と GFP安定発現SY.SY5Y細胞の混合培養を行った。混合培
養した細胞を蛍光顕微鏡で観察した結果、GFPの緑色蛍光を示すSH、SY5Y細胞のみが観察
された(Fig.14)。この U・251MG細胞と SH・SY5Y細胞の混合培養系を用いて、SH、SY5Y 細
胞のH202誘発細胞死に対するノルアドレナリンの影響を検討した。
3 10 30 100
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Figure 14. CO・culture ofGFP・訂'ansfected sH,SY5Y ce11S a11d u、251 MG ceⅡS.
GFP・廿a11Sfected sH・SY5Y ce11S were co・CU1仙ed wi伽 U・251 MG ce11S as a lnixture. phase con廿'ast(A)
and auorescence (B)血ages of血e co-cultミⅡed ce11S were taken uS血g a auorescence microscope.
混合培養系において、 H202(250-750μM)の24時間処置により、その濃度依存的にGFP
陽性細胞数の減少がみられ、 SH・SY5Y 細胞に細胞死が誘導された四ig.15A)。この細胞死
は、ノルアドレナリン(10、30μM)を24時間前処置することにより、有意に抑制された(Fig.
15)。
これらの結果から、混合培養系において、ノルアドレナリンは U、251MG 細胞を介して
SH・SY5Y 細胞の H202 誘発細胞死を抑制することが示唆された。
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Figure 15. Ea'ect ofpre訂'ea如ent with noradrena1血e on H202・induced death ofsH、SY5Y ce11S i11mixed
CO-culture.
(A) The co・clut山ed ce11S were 廿eated wi壮I H202 at the 血dicated concentrations for 24 h.(B) The
CO・clutured ce11S were 廿eated with noradrena1血e (NA) at 血e 血dicated concen廿ations for 24 h. Then the
CeⅡS were 訂'eated with 500 μM H202 for 24 h. ne ceⅡ Viab道W ofsH・SY5Y ceⅡS was dete血血ed by
C0如t丘18 血e GFP・positive ce11S. Results show the me如士 S.E.M. ob仇血ed 6'om 4 血dependent
exper加ents.*P く 0.05 VS.500 μM H202
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次に、 U・251 MG細胞と SH、SY5Y細胞の混合培養系を用いて、ノルアドレナリンによる
SH・SY5Y細胞のH202誘発細胞死抑制作用へのβ3 受容体の関与について検討した。
混合培養系において、ノルアドレナリン(10μM)前処置による SH、SY5Y細胞のH202 誘
発細胞死抑佑Ⅲ乍用は、β3 受容体選択的遮断薬である SR59230A (30 μM)の存在下でほぼ完
全に阻害された(Fig.16A)。また、β3 受容体選択的作用薬である CL316243(2μM)の 24時
間前処置は、 SH・SY5Y 細胞のH202 誘発細胞死を有意に抑制した(Fig.16B)。
これらの結果から、混合培養系において、ノルアドレナリンは U、251 MG細胞のβ3受容
体に作用することにより、 SH・SY5Y細胞のH202誘発細胞死を抑制することが示唆された。
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Figure 16.1nvolvement of β3・adrenoceptor m the neuroprotective ea'ect of noradrenaline in mixed
CO-culture
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(A) The co・cultured ce11S were treated fbr 24 h with l0 μM noradrenali11e (NA) in the absence or presence
Of30 μM SR59230A (SR).(B) The co・CIUωred ceⅡS were treated with 2 μM CL316243 (CL) for 24 h
Then the ceⅡS were 廿eated with 500 μM H202 for 24 h. The ce11 Viability of sH・SY5Y ce11S was
determined by counting the GFP・positive ce11S. Results show the mean 士 S.E.M. obtahled 6'om 3-4
independentexperiments.**Pく 0.01
**
(B)
100
75
?
??』???』???
?????????』???????
????
??
??』???????】
??????????、???????
??
?????????
次に、混合培養系でのノルアドレナリンによる SH.SY5Y 細胞の H202誘発細胞死抑制
作用へのGSHの関与を明らかにする目的で、U、251MG細胞の細胞内GSH量に対する GSH
合成阻害薬BS0の影響について検討した。
U・251MG細胞において、 BSO(3mM)処置により、細胞内GSH量は、無処置細胞の 5%
以下に減少した(Fig.17A)。ノルアドレナリン a0μM)によるネ剛包内GSH量の増加は、BSO
(3mM)の存在下で完全に阻害された。
次に、混合培養系でのノルアドレナリンによる SH、SY5Y 細胞の H202誘発細胞死抑制
作用へのBS0の影響について検討した。
混合培養系において、 BSO(3mM)は SH・SY5Y細胞の H202(500μM)による細胞死を有
意に促進した。ノルアドレナリン a0 μM)前処置による SH・SY5Y細胞の H202 誘発細胞
死抑制作用は、 BSO(3mM)の存在下でほぼ完全に阻害された(Fig.17B)。
(A)
**
Fi号Ure17. E貸'ects ofBso on the neuroprotective ea'ect ofnoradrenali11e in mixed co・cult山e
(A) U・251 MG ce11S were treated for 24 h with l0 μM noradrenaline (NA)血 the absence or presence of3
mM BSO.1ntrace11Ular GSH concentrations were detennined as described in Methods. Results show the
mean 士 S.E.M. obtai11ed 丘'om 4 independent experiments.**P く 0.0I VS. contr01, N.S.: not significant
(B) The co・cultured ce11S 、剛ere treated for 24 h with l0 μM NA in the absence or presence of3 mM BSO
Then the ceⅡS 、vere 訂'eated with 500 μM H202 for 24 h. The ceⅡ Viability of sH・SY5Y ce11S was
detem血ed by counting the GFP・positive ce11S. Results show the mean 土 S.E.M. obtaⅡled n'om 3.4
independent experiments.*P く 0.05 **円く 0.0I VS.500 μM H202, NS.; notsigni丘Cant
BSO
(B)
100
75
50
25
0
NA
H202
BSO
*
32
??
??
?
??
???????』???
???????????』???????
???????
??
??
?????
????』??、?????』 ? ?』??
??????
次に、混合培養系において、ノルアドレナリンがSH、SY5Y細胞の細胞内GSH 量を増加
させるか否かを明らかにする目的で、 GSH と反応して青色蛍光を示す MCB を用いて
SH・SY5Y細胞の細胞内GSH 量をCeⅡomicsAnayscanにより測定した。
混合培養系において、ノルアドレナリン a0 μM)を 24時間処置することにより、
SH・SY5Y 細胞の細胞内 GSH 量は有意に増加した(F地.18C)。この増加はβ3受容体選択的
遮断薬である SR59230A(30μM)の存在下でほぽ完全に阻害された。
これらの結果から、混合培養系において、ノルアドレナリンは、 U、251MG細胞のβ3受
容体を介してGSH合成を促進し、SH、SY5Y細胞へのシステイン供給を増加させることによ
り、SH・SY5Y細胞の細胞内GSH量を増加させ、SH・SY5Y細胞のH202誘発細胞死を抑制す
ることが示唆された。
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Figure 18. Noradrenali11e hlcreaseS 血廿ace11Ular GSH concen訂'ation of sH、SY5Y ceⅡS 血 mixed
CO・cult山e
The co・cultured ce11S were 訂'eated for 24 h wi血 10 μM noradrena1加e (NA)i11壮le absence or presence of
30 μM SR59230A(SR).1hen壮leceⅡS wereincubatedwith 50 μMMCB for15 m血. GFP(A)如dMCB
(B) auorescence 血ages ofthe co・cultured ce11S were taken ushlg a auorescence microscope. The GFP
auorescence area ofthe co・cult山ed ceⅡS was encircled by red line.(C) The 血廿ace11Ular concen訂'ation of
GSH 血 SH・SY5Y ce11S was analyzed by ce110mics Arrayscan as descdbed i11Methods. ResultsshoW 血e
mea11士 S.E.M. ob仇hled 丘'om 4 i11dependent exper血ents.**P く 0.01
250
**
150
,00
50
0
**
NA
SR
^
^
33
?
??????』?
??????????????』?????????
????
アストロサイ Nネ、薬剤排出蛋白質である N恨.P1 を介して、 GSH を細胞外に放出するこ
とが知られている 15)。混合培養系におけるノルアドレナリンによる H202 誘発神経細胞死
抑制作用へのN倶.P1の関与を明らかにする目的で、 MRP1阻害薬MK571の影響について検
討した。
混合培養系において、ノルアドレナリン(10μM)の24時間前処置による SH・SY5Y細胞
の H202誘発細胞死抑制作用は、 MK571 a0μM)の存在下でほぼ完全に阻害された(F喰.
19A)。
次に、混合培養系におけるノルアドレナリンによる SH、SY5Y細胞の細胞内 GSH 量の増
加に対するMK571の影響について検討した。
混合培養系において、ノルアドレナリン a0μM)の24時間処置による SH、SY5Y糸朋包の
細胞内 GSH量の増加は、 MK571(10μM)の存在下でほぼ完全に阻害された(Fig.19B)
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Figure 19. E任ect ofMK5710n the neuroprotection and the increase ofin廿ace11Ular GSH concentration of
SH・SY5Y ceⅡS by noradrenaline in mixed co・culture
(A) The co・cultured ce11S were treated for 24 h with l0μM noradrenaline (NA)in the absence or presence
Of l0 μM MK571 (MK). Th伽 the ceⅡS were treated with 500 μM H202for 24 h. The ceⅡ Viability of
SH・SY5Y ce11S was detennined by counting the GFP・positive ce11S.(B) The co・cultured ceⅡS 、vere
廿eated for 24 h with l0 μM NA in the absence or presence of l0 μM MK. The in廿ace11Ular concentration
Of GSH in sH・SY5Y ce11S was analyzed by ce110mics Arrayscan as described in Methods. Results show
the mean 士 S.E.M. obta血ed 丘'om 3-4 independent experiments.粋P く 0.01
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アストロサイトから放出されたグルタチオンは、分解されてシステインとなり、神経細
胞にとりこまれGSH合成に禾1」用されることが報告されている 35,36)。そこで次に、 SH、SY5Y0
細胞の細胞内グルタチオン量に対するシステインの影響ついて検討した。
SH・SY5Y 細胞に、システィン(0.03-1 mM)を 24時間処置することにより、その濃度依
存的に細胞内グルタチオン量は増加した(Fig.20A)。
次に、 SH・SY5Y 細胞における氏02誘発細胞死に対するシステインの影響ついて検討し
た
システイン(0.03-1 mM)を 24時間前処置することにより、その濃度依存的にH202誘発
細胞死は抑制された(Fig.20B)。
これらの結果から、ノルアドレナリンは、 U、251 MG 細胞の M即1 を介して GSH の放
出を増加させ、 SH、SY5Y細胞へのシステイン供給を増加させることにより、 SH、SY5Yネ剛包
の細胞内GSH量を増加させ、 SH・SY5Y細胞のH202誘発細胞死を抑制することが示唆され
(A)
250 μMH202
Figure 20. E丘'ect ofcystehl on the levels of i11trace11Ular GSH and H202.induced ceⅡ death in sH、SY5Y
CeⅡS
(A) ceⅡS were treated with cysteine at the indicated concentrations for 24 h.1ntrace11Ular GSH
Concentrations were determined as described in Methods.(B) ce11S were treated with cysteine at the
indicated concentrations for 24 h. Then the ceⅡS 、vere treated with 250 μM H202 for 24 h. The ce11
Viability 、vas detenn血ed by MTT assay. Results show the mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 4 i11dependent
experiments.*P く 0.05 **P く 0.01
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2.2初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系におけるノルアドレナリンによるア
ストロサイトを介した神経保護作用
ノルアドレナリンによるアストロサイトを介した神経保護作用が、初代培養細胞におい
てもみられるか否かを明らかにする目的で、マウス胎児の大脳を用いて、初代培養神経細
胞の培養系及び初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系を構築した。
各培養系における神経細胞とアストロサイトの存在比を蛍光免疫染色法により検討した。
その結果、初代培養神経細胞の培養系では、約 95%が神経細胞であった四培.2D。一方、
初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系では、神経細胞とアストロサイトの比率
が約 1:1 であった。
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Figure 21. prmlary culture ofneuronS 釘ld ne{1rons・aS壮'ocyteslnixed culture
Ihe culture ofneurons and the mixed cult山e ofneurons-aS訂'ocytes were 註nmunostained wi血 a11tibodies
to NeuN a11d GFAP, neurona1 飢d asu'ocytic markers, respectively. Nuclei were c01111terstained with
Hoechst 33342. Fluorescence 血ages of血e mixed cult11re were 稔ken uS血呂 a auorescence microscope
(upper phot0即'aphs). The n如lbers of NeuN・ or GFAP・positive ceⅡS were c0如ted and expressed as
Percen仇ge of t0仇I ce11 Populauon (10wer table). Results show the represen仏tive phot0部'aphS 田ld 壮le
mean士 S.E.M. obtai11ed 丘om 3 i11dependent exper血ents. scale bar,10 μm.
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初代培養神経細胞の培養系において、 H202誘発神経細胞死に対するノルアドレナリンの
影響を検討した。
初代培養神経細胞の培養系において、 H202(10-100μM)の24時間処置は、濃度依存的に
神経細胞死を誘導した(Fig.22A)。ノルアドレナリン(03-30 μM)の 24時間前処置は、い
ずれの濃度においても、その細胞死に影響を与えなかった(Fig.22B)
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Figure 22. Ea'ect of pretrea伽ent with noradrenaline on H202-induced ceⅡ death in primary culture of
(B)
10
(A) The prilnary cult山e of neurons was treated with H202 at the 註ldicated concentrations for 24 h.(B)
The culture ofneurons was treated with noradrena1Ⅱle (NA) atthe indicated concentrations for 24 h. Then
the ce11S were treated 、vith lo0 μM H202 for 24 h. The viability ofneurons was determined as described
in Methods. Results show the mean 士 S.E.M. obta註led 丘'om 4 independent experiments.
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次に、初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系において、 H202誘発神経細胞死
に対するノルアドレナリンの影響について検討した。
混合培養系において、 H202(10-100μM)は濃度依存的に神経細胞死を誘導した(Fig.23A)。
ノルアドレナリン(03-30 μM)の24時間前処置は、その濃度依存的にH202誘発神経細胞
死を抑制した(Fig.23B)。
これらの結果から、初代培養細胞において、ノルアドレナリンはアストロサイトを介し
てH202 誘発神経細胞死を抑制することが示唆された
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Figure 23. E行'ect ofpretrea如ent with noradrenaline on H202・induced death ofne山ons in mixed culture
Ofneurons and asn'ocytes
(A) The mixed culture waS 廿eated with H202 at the indicated concentrations for 24 h.(B) The mixed
Culture was treated with noradrena1Ⅱle (NA) atthe 血dicated concen廿ations for 24 h. Then the culture was
廿eated with lo0 μM H202 for 24 h. The viability of neurons was determined as described in Methods.
Results show the mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 4 independent experiments.*P く 0.05 **P く 0.0I VS.100
μMH202
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次に、混合培養系におけるノルアドレナリンによる H202 誘発神経細胞死抑制作用への
β3 受容体の関与について検討した。
混合培養系において、 H202(100μM)により誘発される神経細胞死は、ノルアドレナリン
(10μM)前処置により抑制され、この抑佑Ⅲ乍用は、β3 受容体選択的遮断薬の SR59230Aao
μM)によりほぽ完全に阻害された(Fig.24A)。また、β3 受容体選択的作用薬CL 316243(2
μM)の24時間前処置は、 H202 誘発神経細胞死を有意に抑制した(Fig.24B)。
これらの結果から、混合培養系において、ノルアドレナリンは、アストロサイトのβ3 受
容体に作用することにより、 H202 誘発神経細胞死を抑制することが示唆された。
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Fi8山e 24. Noradrenalhle protects neuronS 6'om H202・induced death via β3・adrenoceptor stimulation in
mixed cukure ofneurons and ash'ocytes
(A) The mixed culture was treated for 24 h with l0 μM noradrenaline (NA) m the absence or presence of
10 μM SR59230A (SR). Then the ce11S were treated with lo0 μM H202 for 24 h.(B) The mixed culture of
neurons・astrocytes was treated with 2 μM CL316243 (CL) for 24 h. Then the ce11S 、Nere treated with loo
μM H202 hr 24 h. The viability of neuronS 圦las detennined as described in Methods. Results show the
mean 士 S.E.M. obtained 6'om 4 independent experiments.*P く 0.05 "P く 0.01, NS.; notsigni6Cant
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次に、混合培養系におけるノルアドレナリンによる H202誘発神経細胞死抑制作用への
GSHの関与を明らかにする目的で、 BS0の影響について検討した。
初代培養アストロサイトにおいて、ノルアドレナリン U0μM)による細胞内GSH量の増
加は、 BSO(1μM)存在下で有意に阻害された(Fig.25A)。また、混合培養系において、ノ
ルアドレナリン(10μM)前処置による H202 誘発神経細胞死抑制作用は、 Bso a μM)の
存在下で完全に阻害された(F喰.25B)
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Figure 25. Eaect of Bso on the neuroprotective ea'ect of pretreatment with noradrenaline in mixed
Culture ofneurons and astrocytes
(A) Mouse primary astrocytes were 廿eated fbr 24 h with l0 μM noradrenaline (NA) in the absence or
Presence of 1 μM BSO. The intrace11Ular level ofGSH was detennined as described in Methods.(B) The
mixed culture ofneurons・astrocytes was treated for 24 h with l0 μM NA in the absence or presence of l
μM BSO. Then the ceⅡS were treated with lo0 μM H202 for 24 h. The viability of neurons was
detemⅡled as described 註I Methods. Results show the mean 士 S.E.M. obtai11ed 6'om 4 independent
experiments.**P く 0.01
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次に、混合培養系におけるノルアドレナリンによる H202 誘発神経細胞死抑制作用への
MRP1の関与を明らかにする目的で、 MRP1阻害薬のMK571の影響について検討した。
混合培養系において、ノルアドレナリン a0μM)前処置によるH202 誘発神経細胞死抑
御Ⅱ乍用は、 MK571(10μM)の存在下でほぼ完全に阻害された(Fig.26)。
これらの結果から、混合培養系において、ノルアドレナリンは、アストロサイトのβ3受
容体を介して、アストロサイトでの GSH合成と M即1を介したGSH放出を促進し、神経
細胞へのシステイン供給を増加することにより、神経細胞内のGSH 量を増加させ、神経細
胞を H202 誘発細胞死から保護することが示唆された
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Figure 26. Ea'ect of MK5710n the neuroprotective e丘'ect of pre廿ea加ent with noradrenaline in mixed
Culture ofneurons and astrocytes
The mixed culture was treated for 24 h with l0 μM noradrenaline (NA) in the absence or presence of lo
μM MK571(MK). Then the ceⅡS were 廿eated with lo0 μM H202 for 24 h. The viability ofneurons was
detem血ed as described ⅡI Methods. Results show the mean 士 S.E.M. obtaⅡled 丘'om 4 independent
experiments.**,< 0.01
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23初代培養ドパミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系におけるノルアドレナリン
によるアストロサイトを介した神経保護作用
パーキンソン病においてノルアドレナリンは、ドパミン神経細胞保護的に働くととが報
告されている 22'24)。そこで、ノノレアドレナリンが初代培養ドパミン神経細胞に対して神経
保護作用を示すか否かを明らかにする目的で、マウス胎児の中脳を用いて、初代培養ドパ
ミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系を構築した。
初代培養ドパミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系において、ドパミン神経細胞、
その他の神経細胞及びアストロサイトの存在比を蛍光免疫染色により検討した。その結果、
ドパミン神経細胞、その他の神経細胞及ぴアストロサイトの比率は、それぞれ1.5士0.67%、
572士4.97%及び 35.8士3.14%であった四ig.27)。
TH
Figure 27. prilnary mesencephalic culture.
Pr血ary mesencephalic cult11re waS 血m如Ostained wi壮lantibodiesto T11, NeuN and GFAP. Nuclei were
C0如terstained with Hoechst 33342. Fluorescence ilnages ofthe culture were taken uS血g a auorescence
microscope (upper photogaphs). The numbers ofTH・, NeuN・ or GFAP・positive ce11S were c0如ted a11d
eゆressed as percen稔ge oftotalceⅡ Population (10wertable). Results shoW 血e representative photoga11S
a11d せle me釘1士 S.E.M. obta血ed 丘'om 3 i11dependent exper血ents. scale bar,50μm.
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初代培養ドパミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系において、 H202 誘発ドパミン
神経細胞死に対するノルアドレナリンの影響について検討した。
初代培養ドパミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系において、 H202ao0μM)を
24時間処置することにより、ドパミン神経細胞に細胞死が誘導されたが、この細胞死はノ
ルアドレナリン a0μM)を24時間前処置することにより有意に抑制された(Fig.28)。
(A)
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Fig山e 28. E丑'ect of preu'ea血ent with noradrenalhle on H202・hlduced dea壮10f dopaln血e neurons in
P血nary mesencephalic culture.
Pr血ary mesencephalic culture was u'eatedwith l0 μM noradrena1血e (NA) for24 h. nen 血e culture was
廿eated with lo0 μM H202 for 24 h. The viabiliw ofdoP血ine ne1江ons was dete血血ed as described i11
Methods. Results show the me如士 S.E.M. obta血ed 丘'om 4 血dependent experhnents.*P く 0.05 **P く
0.ol scale bar,500 μm.
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次に、初代培養ドハミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系におけるノルアドレナ
リンによる H202 誘発ドパミン神経細胞死抑制作用へのβ3受容体の関与について検討し
初代培養ドハミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系において、ノルアドレナリン
(10 μM)前処置による、 H202 誘発ドハミン神経細胞死抑制作用は、 SR59230A (10 μM)に
より阻害された(Fig.29A)。また、 CL316243(2μM)前処置は、 H202 誘発ドハミン神経細
胞死を有意に抑制した(Fig.29B)
これらの結果から、初代培養ドパミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系において、
ノルアドレナリンはアストロサイトのβ3 受容体を介して、ドパミン神経細胞の H202 誘
発細胞死を抑制することが示唆された。
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Figure 29. Noradrenaline protects dopamine neuronS 丑'om H202・induced death via β3・adrenoreceptor
Stimulation in primary mesencephalic culture
(A) primary mesencephalic culture was treated for 24 h with l0 μM noradrenaline (NA)in the absence lo
μM SR59230A (SR). Th伽 the ce11S were 訂eated with lo0 μM H202 for 24 h.(B) primary meS伽Cephalic
Culture was treated with 2 μM CL316243 (CL) for 24 h. Then the ceⅡS were treated with lo0 μM H202
for 24 h. The viability of dopamine neurons was determ血ed as described in Methods. Results show the
mean 士 S.E.M. obtained 丘'om 3 independent experiments.*P く 0.05, NS.; not significant
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本研究において、ノルアドレナリンは、 SH.SY5Y細胞の単独培養系において、 H202誘発
神経細胞死に影響を与えなかった(Fig. BB)また、初代培養神経細胞の単独培養系におい
ても、 H202誘発神経細胞死に影響を与えなかった(Fig.22B)。一方、ノルアドレナリンは、
U・251 MG細胞と SH・SY5Y細胞の混合培養系でのSH、SY5Y細胞のH202誘発細胞死を抑制
した(F喰.15B)この細胞死抑制作用は、GSH合成阻害薬BS0 により阻害された(Fig.17B)
また、マウス初代培養神経細胞とアストロサイトの混合培養系においても、ノルアドレナ
リンのH202誘発神経細胞死抑制作用がBS0により阻害された(F地.25B)。これらの結果は、
ノルアドレナリンが、アストロサイトを介して神経保護作用を示すこと、その神経保護作
用はGSH依存的であることを示唆している本研究において、 U.251MG細胞と SH、SY5Y
細胞の混合培養系でのノルアドレナリンによる SH、SY5Y細胞の H202誘発細胞死抑制作用
は、β3 受容体選択的遮断薬SR586ⅡA により阻害された(Fig.16A)。また、β3 受容体選択
的作用薬CL316243 は、 U、251MG細胞と SH、SY5Y細胞の混合培養系での SH、SY5Y細胞の
H202誘発細胞死を抑制した(Fig.16B)さらに、マウス初代培養神経細胞とアストロサイト
の混合培養系及びマウス初代培養ドハミン神経細胞とアストロサイトの混合培養系におい
ても、ノルアドレナリンは、 H202 誘発神経細胞死を抑制した(Fig.23B,28B)。また、この
細胞死抑制作用は、 SR59230A によりほぼ完全に阻害された(F喰.24A,29A)。これらの結果
から、ノルアドレナリンは、アストロサイトのβ3 受容体に作用することにより、 H202 誘
発神経細胞死を抑制することが示唆された。一方、ラット初代培養ドパミン神経細胞にお
いて、ノルアドレナリンは、アドレナリン受容体を介さずに酸化的ストレス誘発ドパミン
神経細胞死を抑制すること、その細胞死抑制作用は、 GSH 非依存的であることが報告され
ている 7フ)。これらの相違は、細胞種の違いや実験条件の違いに起因するのかもしれない。
ノルアドレナリンによるアドレナリン受容体を介さないGSH非依存的なドパミン神経細胞
保護作用については今後の検討課題ではあるが、ノルアドレナリンによるドパミン神経細
胞死抑制作用は、 SR59230A によりほぽ完全に阻害されたことから(Fig.29A)、本研究での
ノルアドレナリンによるドパミン神経細胞死抑制作用には、アドレナリン受容体を介さな
い機構は関与しないことが示唆された。
アストロサイトによる細胞外への GSH 放出は、隣接する神経細胞の細胞内 GSH 量の維
持や酸化的ストレスからの神経細胞の保護に非常に重要な役割を果たしていると考えられ
る N',6)。また、アストロサイトは、多剤耐性蛋白質である MRP1 や gaP 結合構成蛋白質で
あるConnexm43のへミチャネル形成などを介してGSHを細胞外へ放出することが報告され
ている 15,76,78,79)。本研究において、ノノレアドレナリンは、 U.251 MG 細胞と SH、SY5Y ネ朋包の
混合培養系でのSH・SY5Y細胞の細胞内GSH量を増加させた(Fig.18C)。この増加は、β3 受
容体選択的遮断薬SR59230A により阻害された(Fig.18のまた、U・251MG細胞と SH、SY5Y
細胞の混合培養系でのノルアドレナリンによる SH、SY5Y細胞の細胞内 GSH 量の増加は、
考察
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MRP1 阻害薬MK571 によりほぼ完全に阻害された(Fig.19B)。さらに、第一章において、
ノルアドレナリンはU・251MG細胞から細胞外へのGSH放出量を増加させることを示した。
また、本研究において、 U・251 MG細胞とSH、SY5Y細胞の混合培養系及びマウス初代培養
神経細胞とアストロサイトの混合培養系でのノルアドレナリンによる神経保護作用は、
MK571 により阻害された(Fig.19A,26)。これらの結果から、ノルアドレナリンは、アスト
ロサイトのβ3 受容体を刺激して細胞内GSH量を増加させて、N恨.P1を介する GSH放出を
促進し、神経細胞へのシステイン供給を増加させ、神経細胞のGSH量を増加させることで、
酸化的ストレス誘発細胞死から神経細胞を保護することが示唆された
ハーキンソン病は、進行性の神経変性疾患であり、パーキンソン病患者の脳ではGSH量
力§著明1こ力或少し、酸イヒ的ストレスの指標である thiobarbituricacidreactivesubstances(TBARS)
が増加していることが報告されている 80'鋤また、パーキンソン病患者の脳では、青致王核
のノルアドレナリン神経が疾患の初期に脱落することが報告されている鋤。これらの報告0
と本研究の結果から、パーキンソン病患者の脳では、ノノレアドレナリンが減少するこ し 1デ(ー¥、ー
より、アストロサイトでのβ3受容体の刺激によるGSH産生と細胞外へのGSH放出が減少
した結果、神経細胞内のGSH量が減少し、酸化的ストレスに対して神経細胞が脆弱になっ
ていることが示唆され、β3 受容体選択的作用薬が、ドパミン神経細胞死を抑制し、ハーキ
ンソン病の進行を抑制する治療薬となる可能性が考えられた。
第三章では、加νiv0において、β3受容体選択的作用薬力明畄内GSH量を増加させ、ドパミ
ン神経細胞保護作用を示すか否かを明らかにする目的で、脳内GSH量及びパーキソン病動
物モデルにおけるドパミン神経細胞死に対するβ3受容体選択的作用薬投与の影響について
検討した
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第三章 脳内GSH量と MPTP誘発ドハミン神経細胞死に対するβ3 受容体選択
的作用薬SR58611A の影響
ハーキンソン病は、黒質のドパミン神経細胞が変性・脱落することにより生じる運動機
能障害を主症状とする進行性の神経変性疾患である鋤。発症初期には薬物による対症療法
が非常に有効であるが、疾患、は進行し、経過とともに薬物による症状のコントロールは不
良となる鋤。このため、疾患の進行を抑制する薬物の開発が切望されているが、現在のと
ころ、ドパミン神経細胞死を抑制し、疾患の進行を抑制する薬物は存在しない。ハーキンソ
ン病患者の中脳黒質ではGSH量が著明に減少し、過酸化脂質の増加がみられることなどか
ら、本疾患におけるドハミン神経細胞死には酸化的ストレスが密接に関与すると考えられて
し、る 75・フフ)0
1・Methyl-4・phenyl-1,2,3,6・tetrahydropyridine(MPTP)は、ハーキンソン病勇力物モデノレのイ乍製
に用いられる選択的なドパミン神経毒である 86,幻) N伊TP は、脳内のアストロサイトに取
り込まれ、 monoamineoxidase・B により酸化されて MPP となる。 MPP、は、アストロサイ
トから放出され、ドパミントランスポーターを介してドパミン神経細胞に選択的に取り込
まれ、ミトコンドリアの電子伝達系の複合体1を阻害し、ATP 合成を障害する。また、 MPP、
によるミトコンドリアの電子伝達系の複合体1の阻害は、ミトコンドリアからのROS の産
生を増加させ、ドパミン神経細胞を障害することが報告されている訟'90)
アミベグロン(SR58611A)は、サノフィ・アベンティス社により開発されたβ3 受容体選
択的作用薬である。 SR58611Aは、脂溶性が高く、経口投与により脳内に移行することが報
告されている9DSR58611Aは、実験動物を用いた検討において抗うつ作用を示したため兜,劣)、
大うつ病性障害の新規治療薬として臨床試験が行われたが、第Ⅲ相試験において十分な抗
うつ作用を示せず、その開発は中止された。
本研究において、第一章で、β3 受容体選択的作用薬がアストロサイトの細胞内GSH量を
増加させることを示した。また、第二章で、ノルアドレナリンがアストロサイトのβ3 受容
体を介してGSH放出を促進することで、H202による酸化的ストレス誘発神経細胞死を抑制
すること、β3 受容体選択的作用薬がH202による酸化的ストレス誘発ドパミン神経細胞死を
抑制することを示した。これらのことから、β3 受容体選択的作用薬は、アストロサイトの
GSH 産生と放出を促進することで、ドパミン神経細胞を酸化的ストレス誘発細胞死から保
護し、パーキンソン病の進行を抑制する新たな治療薬となる可能性が考えられる。
本章では、脳内GSH量及びMPTP誘発ドパミン神経細胞死へのβ3選択的受容体作用薬
SR58611A投与の影響について検討した。
D 薬物および細胞および抗体
MPTP は Sigma より購入した。 SR58611A はTocriS より購入した。抗β3 受容体抗体及び
抗 Wrosine hydroxylase(TH)抗体は Santa cruzBioteclm010部より購入したその他の試薬は、
WAKo pure chemicalS より購入した
2)実験動物及び薬物投与
実験に供した 8-10 週齢の C57BL/6 マウスは透明ケージで飼育し、室温:22士10C、照明
時間:1日 12時間の条件下で、餌と水を自由に摂取させた。動物実験の飼育、実験等はす
べて日本薬理学会の動物実験に関する指針に基づき、摂南大学の動物実験に関する規定に
従い実施した。 SR586ⅡAは、 DMS0に溶解した後、生理食塩水でDMS0の終濃度が 10%
になるように希釈し、腹腔内に投与した。 SR586ⅡA は、組織内 GSH 量及びGCLC の発現
量の検討には 1回、N伊TP誘発ドハミン神経細胞死の検討では、1日 1回、計8回投与した。
MPTPは、 SR58611A の最終投与2時間後から、マウス腹腔内に MPTP(25 m創kg)を 2時
間毎に 4 回投与した。
実験方法
3)脳組織の摘出及び試料の調製
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量(W/V)の PBS(ー)を濯流することにより脱血した後、脳を摘出し、11 部位(喚球、
前頭葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床、視床下部、中脳背側部、中脳腹側部、 d明畄、橋・
延髄)に分画した。各脳組織に組織重量の 20 倍量(W/V)の lysis bU丘er(0.5 M sodium
Phosphate、 10%Tritonx・100、 PH7.5)を加え、ハンディホモジナイザーによりホモジナイズ
した後、 20分間氷上で静置した。 40C、 17,400・ 8、 5分間遠心し、上清を回収し試料とし
た
4) westemblot法
脳組織試料を蛋白定量した後、5ゞ LaemmHbuffer(125 mMTris.HCI、 25%glycer01、5% SDS、
02% bromophenolblue、 10% 2・mercaptoethan01、 PH 7.5)を力nえて 100゜C、 10分間熱処理を行
い、蛋白を変性させた。等量の蛋白質(20μg)を 10%の SDS・ポリアクリルアミドゲルを用
いて電気泳動により分離した後、 immobilon・ptransfer membrane に転写した。その後、第一
章の方法に準じて、一次抗体として抗β3 受容体抗体(1:1,00のあるいは抗 GCLC 抗体
(1:1,00のを用いて、β3 受容体蛋白質及びGCLC蛋白質のバンドをX線フィルムに検出した。
5)組織内GSH量の測定
脳組織内GSH量は、脳組織試料を用いて、第一章の方法に準じてDTNBりサイクリング
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法により測定した。脳組織内GSH量は、脳組織lmgあたりのGSH量として表した
6)間接酵素抗体法による免疫組織染色
薬物投与後、マウスを抱水クロラール麻酔下にて、右心房を切開し、左心室から体重量
と同量(W/V)の PBS(ー)を濯流することにより脱血した後、さらに、体重量と同量(W/V)
の 4%パラホルムアルデヒド溶液を濯流し、固定した。脳を摘出後、4%パラホルムアル
デヒド溶液で後固定した後(4゜C、 ovemight)、 30%スクロースを含む PBS(ー)に 24時間
浸漬した OCT コンハウンドを用いて一80OC で脳を急速凍結した後、クライオスタットを
用いて 30μm の厚さの切片を作製した。切片を PBS(ー)で洗浄した後、 0.09%H202 を含
む PBS (ー)溶液で 20分間インキュベートすることにより内因性 Peroxidase を不活性化
した。 PBS(ー)で洗浄後、 1%FBS、 0.5%Triton、X を含む TBS でブロッキングを行い(室
温、 30分)、1%FBS、 0.5%Triton・X を含む TBS で希釈した抗 TH 抗体 U:30のと 40C で
一晩反応させた。切片を PBS(ー)で洗浄した後、 1% FBS、 0.5% Triton、X を含む TBS で
希釈した HRP 標識抗 rabbitlgG 抗体 a:20のと室温で 1時間反応させた切片を 0.1%
Triton・× 100 を含む TBS で洗浄した後、 1mmpactTM DAB (vector Laboratories, CA, USA)を
用いて発色させた。 Hematoxylin により対比染色を行い、ethan01 による脱水及び Xylene に
よる透徹後、マウントクィックΦaidosangyo, Tokyo,Japan)により封入し、光学顕微鏡で
観察した。 TH 陽性細胞数は、作製した黒質の連続切片のうちの三分のーの枚数をぎW則後、
黒質あたりの数を算出しグラフ化した。
フ)データ解析
実験結果は、 3-4例の平均値士 Sε.M.、あるいは、 3.4例の代表例として表した。有意差
検定は ANOVA を行い、 post・hoctest として Schea'e'steSほたは Durmett'stest を行った
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3.1 脳内GSH量に対するβ3 受容体選択的作用薬SR58611A投与の影響
脳内GSH量に対するβ3 受容体選択的作用薬投与の影響を明らかにする目的で、マウス
の脳におけるβ3 受容体の発現をWestemblot法により検討した。その結果、嘆球、前頭葉、
大脳皮質、海馬、線条体、視床、視床下部、中脳背側部、中脳腹側部、小脳、橋・延髄の
検討した全ての脳組織において、β3 受容体蛋白質の発現が認められた(Fig.3の
実験結果
β3・AR
12
0.0
Figure 30. The expression of β3・adrenoceptorin the mouse brain.
The protein expression of β3・adrenoceptor (β3・AR) in olfactory bulb, pre負'ontal cortex, cerebral cortex,
hippocampus, stritum, thalamus, hypothalamus, dorsal midbra血 Ventral midbrahl cerebe11Um and pons .
medU11a 、vas examined by westem bl0廿ing. Relative intensity ofthe bands, quantified by densitometry,is
Sho、Nn below the protein bands the level of b3・AR protein was expressed as relative to the maximum
expression level,、vhich was arbitrarily set as l.0. Results are representative of4 independent experiments
and the mean 士 S.E.M. obtained 丑'om 4independent experiments.
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次に、各脳組織での組織内 GSH 量に対するβ3 受容体選択的作用薬投与の影響について
検討した
第二章で用いたβ3 受容体選択的遮断薬CL316243は水溶性の薬物であり、脳内移行性が
低いと考えられたため、β3 受容体選択的作用薬として、脂溶性が高く、脳内に移行するこ
とが報告されている SR58611A を用いた。
マウスに SR58611A(5mg/kg,10mg/kg)を腹腔内投与することにより、 24時間後の倶球、
前頭葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床下部、中脳腹側部での組織内 GSH 量は有意に増
加した(Fig.31,32)。
■ Contr01
口 SR58611A (5 mg/kg)
目 SR586TIA (10 mg/kg)
*
****
ゞ
**
Figure 31. E丘'ect of sR58611A on the GSH concen廿ation in olfactory bulb, prefrontal cortex,
Cerebral cortex, hゆPocampus, stritum arld thalamus.
Mice 、vere administered with sR58611A (5 mg'kg,10 mg/kg) i.P. Mice 、vere sacr途Ced 24 h a介er
SR58611A administration. The concentration of GSH in olfactory bulb, prefrontal codex, cerebral
COHex, hippocampus, stritum and thalamus was determined as described in Methods. Results show
the mean + S.E.M. obtained from 6 independent experiments.*P く 0.05 **P く 0.0I VS. contr01.
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■ Contr01
口 SR58611A (5 mg/kg)
目 SR58611A (10 mg/kg)
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Figure 32. E丘'ect ofsR58611A on the GSH concentration in stritum,thalamus, hypothalamus, dorsal
midbrain ventral midbrain cerebe11Um and pons/medUⅡa.
Mice 、vere administered with sR58611A (5 mgkg,10 mg/kg)ip. Mice were sacr途Ced 24 h a負er
SR58611A administration. The concentration ofGSH in stritum, thalamus, hypothalamus, dorsal
midbrain ventral midbrain cerebeⅡUm and pons/medUⅡa 、vas dete血ined as described in Methods.
Results show the mean + S.E.M. obtained from 6 independent experiments.*P く 0.05 **P く 0.0I VS.
Contr01.
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次に、各脳組織でのGCLC の発現量に対する SR58611A投与の影響について Westemblot
法により検討した。
マウスに SR58611A(5 mgAくg,10m創k幻を腹腔内投与することにより、24時間後の喚球、
前頭葉、大脳皮質、線条体、視床下部、中脳腹側部での GCLC の発現量は有意に増加した
(Fig.33,34)。また、海馬でのGCLCの発現量も SR58611A投与により増加する傾向を示した
これらの結果から、唄球、前頭葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床下部、中脳腹側部で
は、 SR58611A の投与により、アストロサイトのβ3 受容体が刺激されることで GCLC が発
現誘導され、組織内GSH 量が増加することが示唆された
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■ Contr01
口 SR鶚611A (5 mg/kg)
N SR舶61,A (10 mg/kg)
Figure 33. E丘'ect of sR58611A on the expression of GCLc protein in olfactory bulb, prefrontal
Cortex, cerebral cortex, hゆPocampus, stritum and thalamus.
Mice were administered with sR58611A (5 mgl/kg,10 mg゛kg) i.P. Mice were sacri6Ced 24 h a負er
the sR58611A administration. The level of GCLc protein was determined by 圦lestem blotting.
Relative intensity ofthe bands, quantified by densitometry, is sho、vn below the protein bands. The
Ievel ofGCLc was expressed as relative intensity compared with that ofthe contr01(arbitrarily set as
"1.0"). Results show representative blots of 4 independent experiments and the mean + S.E.M.
Obtained from 4 independent experiments.*P く 0.05,**P く 0.0I VS. contr01.
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讐 Contr01
口 SR58611A 15 mglkg)
問 SR586TIA (10 mglkg)
Figure 34. E丑'ect of sR58611A on the expression of GCLc protein in stritum, thalamus,
hypothalamus, dorsal midbrain ventral midbrain cerebeⅡUm, pons . medUⅡa.
Mice were administered with sR58611A (5 mg'kg,10 mg/ka) i.P. once a day for l days. Mice were
Sacrificed 24 h a丘er the sR58611A administration. The level of GCLc protein was determined by
Westem bl0廿ing. Relative intensity of the bands, quantifled by densitometry, is shown below the
Protein bands. The level of GCLC 、vas expressed as relative intensity compared with that of the
Contr01(arbitrarily set as " 1.0"). Results sho、v representative blots of4 independent experiments and
the mean + S.E.M. obtained from 4 independent experiments.*P く 0.05 **P く 0.0I VS. contr01.
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32 N伊IP誘発ドパミン神経細胞死に対する SR58611A投与の影響
MPIPは、マウスに投与することで、ドパミン神経細胞選択的に細胞死を誘発することが
報告されている幻,鋤。マウスにおける MP1ア誘発ドパミン神経細胞死が SR58611Aの投与
により抑制されるか否かを明らかにする目的で、N佃n投与後の中脳黒室のドパミン神経細
胞数を免疫組織化学的手法により検討した。
MPTP(25mgゞ4)の投与により、3日後の黒質の TH 陽性細胞数は、対照群と比較して
有意に減少していた(Fig.35)。この減少は、 SR58611A (5 m創k幻投与群において有意に抑
制された。
(A)
none MPTP
F電Ure 35. E窒ect ofsR58611AonN伊TP・induced loss ofdopalnhle ne山on.
Mice were admitlistered with 5 mg'k底 SR58611A ip. once a day for 8 days. Two hours a丑er flnal
administration of sR58611A. N佃IP (25mgkg) was administered i.P. four thnes at 2 h inteNals.
Mice w'ere sacriflced 3 days a丑er N伊Tp adminish'ation, atld brain sections were m11nU110stained for
TH.(A) Representative pot0即'aphs of T11 expression in substa11tia ni即'a in control a11d
八4P1アーtreated mice are shown. Results show photogaphs representative of 6 independent
experilnents.田) The n如lber ofTI{・positive ce11S in the substa11tia 11i即'a is shown. Results show the
meatl+ S.E.M. obtained 丘'om 6 independent expedments.**P く 0.01
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β3 受容体選択的作用薬SR58611A は、ラットやマウスにおいて、海馬での brain・derived
neurotrophic factor の発現量や CAN伊・response element bindin牙 Protein のりン酸化量を
増加させることにより抗うつ作用を示すことが報告されている 94)。本研究において、0
SR58611A の投与により、嘆球、前頭葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床下部、中脳腹イ則部
での組織内 GSH 量は有意に増加した(Fig.30,3D。また、 SR58611A の投与により、それ
らの部位における GCLC の発現量も増加した(Fig.32,33)さらに、第一章において、ノル
アドレナリンはβ3 受容体を介して GCLC を発現誘導することでアストロサイトの細胞内
GSH 量を増加させることを示した。これらの結果から、嘆球、前頭葉、大脳皮質、海馬、
線条体、視床下部、中脳腹側部では、 SR58611A の投与により、アストロサイトの伐受容
体が刺激されることで GCLC が発現誘導され、組織内 GSH 量が増加することが示唆され
・十= 中脳背側部、小脳、橋・延髄では、SR586ⅡA の投与により、組織内GSH及び GCLCJ-iL-0 /J 、
の発現量に変化はみられなかった(Fig.30-33)。また、β3 受容体蛋白質の発現は、検討し
たすべての部位(喚球、前頭葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床、視床下部、中脳背側部、
中脳腹側部、小脳、橋・延髄)において認められ、また、β3 受容体蛋白質の発現量も組織
ビとに大きな差はみられなかった(Fig.3の。これらの結果の相違は、組織ごとのβ3 受容体
を発現している細胞種の違い、あるいは組織ごとのアストロサイトの機能の違いに起因し
ている可能性が考えられた。このことに関連して、脳内には、原形質型アストロサイト、
線維型アストロサイト、放射型アストロサイトなど、機能的に異なるアストロサイトのサ
ブタイプが存在することが報告されており、小脳では、バーグマングリアと呼ばれるグル
タミン酸の取り込み能と代謝能が高い線維状のアストロサイトが多数存在することが知ら
れている 95-10の。β3 受容体を発現する細胞種及びアストロサイトのサブタイプごとのβ3 受
容体作用薬による GSH 産生誘導の違いは今後の検討課題ではあるが、本研究の結果から、
β3 受容体選択的作用薬は、喚球、前頭葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床下部、中脳腹側
部においてGSHの産生を誘導することが明らかになった。
MPTP によるドパミン神経細胞死には、 ROS による酸化的ストレスが関与することが報
告されている幻'89)本研究において、 SR58611A の投与により、中脳腹イ則部での組織内 GSH
量は増加した(Fig.33)。また、 SR58611A反復前投与により、 MPTP による中脳黒質でのド
パミン神経細胞数の減少が抑制された。これらの結果から、SR58611A は、ドパミン神経細
胞内のGSH量を増加させ、 N伊TPによる細胞死を抑制することが示唆された。一方、本研
究において、 N伊TP投与24時間前の SR58611A の単回投与は、 MPTP によるドパミン神経
細胞数の減少を抑制する傾向を示したが、その差は有意ではなかった(datenotshoW川。こ
のことは、アストロサイトで増加した GSH が放出され神経細胞内の GSH 量が増加するた
めには24時間以上の時間が必要であることを示しているのかもしれないパーキンソン病
患者の脳では、中脳黒質の GSH 量が著明に減少しており、酸化ストレスの指標である
考察
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TBARS量が増加していること、青斑核のノルアドレナリン神経が疾患の初期に脱落するこ
とが報告されている 79-82)。これらの報告と本研究の結果から、β3 受容体選択的作用薬は、
ハーキンソン病患者脳で減少したGSH量を回復することにより酸化的ストレスによるドパ
ミン神経細胞死を抑制し、疾患、の進行を抑制する治療薬となる可能性が考えられた。
ハーキンソン病患者脳内で減少したノルアドレナリン量を増加させ、すくみ足を改善す
る治療薬としてドロキシドパが用いられている 101,102)。本研究の結果から、ドロキシドパは、
脳内ノルアドレナリン量を増加させることで、アストロサイトでのGSH産生と放出を増加
させ、ドパミン神経保護作用を示す可能性が考えられるしかしながら、ハーキンソン病
の進行に対するドロキシドパの影響を検討した臨床試験は存在せず、また、ドロキシドパ
のドパミン神経細胞保護作用に関する報告も存在しない。また、パーキンソン病患者の脳
を用いた検討から、ノルアドレナリン神経線維が減少している部位とドハミン神経細胞の
脱落している部位が相関することが報告されており103)、脱落したノルアドレナリン神経線
糸隹の周囲のドノぐミン、ネ申糸茎糸田胞力ゞ1危弓弓1こなってし、ること力§示E斐さ才、、るドロキシドノξのドノξ
ミン神経保護作用に関しては今後の検討課題ではあるが、これらのことから、ドロキシト
ハにより増加したノルアドレナリンは、脱落したノルアドレナリン神経線維の周囲に存在
するアストロサイトには作用せず、さらにその周囲のドハミン神経細胞に対して神経保護
作用を示さない可能性が考えられた。一方、β3受容体選択的作用薬は、脱落したノルアド
レナリン神経線維の周囲のアストロサイトにも作用することで、ドパミン神経細胞死を抑
制する可能性があり、β3受容体選択的作用薬は、ハーキンソン病の治療に有用である可能
性が考えられた。
アルツハイマー病において、疾患の初期にノルアドレナリン神経細胞が脱落することが
報告されている 1叫,105)。また、アノレツハイマー病では、大脳皮質や海馬の神経ネ朋包が脱落す
ることが知られており、アルツハイマー病患者脳ではTBARS量の増加がみられることから、
アルツハイマー病でみられる神経細胞死には酸化的ストレスが関与すると考えられてぃる
106'川)。本研究において、 SR58611Aは、大脳皮質及び海馬での組織内GSH量を増加させた
(F喰.32)。これらのことから、 SR58611A は、アルツハイマー病での神経細胞死を抑制し、
その進行を抑制する治療薬としても有用である可能性が考えられた。
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H202などのROSによる酸化的ストレスは、パーキンソン病などの神経変性疾患での神経
細胞死に深く関与すると考えられている 3-8)。グリア細胞の一種であるアストロサイトは、
脳内の他の細胞に比べGSHの含有量が多く、細胞外のROSの消去や細胞外にGSHを放出
することで隣接する神経細胞へシステインを供給し、神経細胞を酸化的ストレスによる障
害から保護している 12-14)。したがって、アストロサイトのGSH 産生と放出は、神経ネ剛包の
生存維持にきわめて重要であり、その機能を促進する生体内機構は、神経変性疾患での神
経細胞死を抑制する新たな治療標的となる可能性が考えられる。近年、アストロサイ Nこ
は、種々の神経伝達物質受容体が発現していることが明らかになり、神経伝達物質による
アストロサイトの機能調節が注目されているノルアドレナリンは、神経細胞だけでなく、
アストロサイトにも作用し、その機能調節に関わることが示唆されている 19'2】)。また、ノ0
、レアドし・サ、りン、1才、アノレジノ,ハーイ弌、^J丙弌、ノぐ^キンソン1丙d)などの;申糸呈裂ξ十生1矣患、才3し、て;申、ーブー/ y / 、、、
経保護作用を有することが示唆されている 22'24)。これらのことから、ノルアドレナリンは、
アストロサイトを介した神経保護作用を有する可能性が考えられる
本研究では、ノルアドレナリンの神経保護作用を明らかにする目的で、アストロサイト
のGSH産生と放出に対するノルアドレナリンの影響及びノルアドレナリンのアストロサイ
トを介した神経保護作用について検討した第章では、ヒトアストロサイトーマ U.251
MG 細胞と初代培養アストロサイトにおいて、ノルアドレナリンがβ3 受容体を介して
GCLC を発現誘導し、 GSH産生を誘導することを示した。また、 U、251 MG細胞において、
ノルアドレナリンが、ホ醐包外へのGSH放出を促進することを示した。ノルアドレナリンに
よるGSH産生誘導に関わるβ3 受容体の下流の細胞内シグナル伝達系を明らかにする目的
で、種々のシグナル伝達阻害薬を用いて検討した。その結果、 U、251MG細胞において、ノ
ルアドレナリンは、GV0蛋白質を介してE懸及びJNKを活性化させること、ERK及びJNK
の活性化がノルアドレナリンによるGSHの産生誘導に重要であることを明らかにした
第二章では、第一章でみられたアストロサイトにおけるノルアドレナリンによるGSH産
生誘導と細胞外へのGSH放出の促進が神経細胞の保護に寄与するか否かを明らかにする目
的で、 U・251 MG細胞とヒトニューロブラストーマSH、SY5Y細胞の混合培養系を用いて検
討した。その結果、ノルアドレナリンがU・251MG細胞のβ3 受容体を介して SH、SY5Y細
胞のH202 誘発細胞死を抑制することを示した。また、混合培養系においてノルアドレナリ
ンが、SH・SY5Y細胞の細胞内GSH量を増加させることを示した。さらに、混合培養系にお
いて、 MRP1阻害薬MK571がノルアドレナリンによる SH、SY5Y細胞の細胞内GSH量の増
加と H202誘発細胞死の抑制を阻害することを示した。これらの結果は、ノルアドレナリン
が U・251 MG 細胞のβ3 受容体を介して GSH を産生誘導することにより N恨.P1 を介した
GSH の放出を促進し、 SH.SY5Y 細胞へのシステイン供給を増加させることにより、
SH・SY5Y細胞の細胞内GSH量を増加させ、そのH202誘発細胞死を抑制することを示唆し
総括
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ているこのノルアドレナリンによるアストロサイトを介した神経保護作用が初代培養神
経細胞においてもみられるか否かについて検討した。その結果、マウス初代培養神経細胞
とアストロサイトの混合培養系において、ノルアドレナリンがアストロサイトを介して
H202誘発細胞死を抑制すること、この細胞死抑制作用が、β3 受容体選択的遮断薬SR59230A、
グルタチオン合成阻害薬BS0及び阻害薬MK571 により阻害されることを示した。これら
の第一章と第二章の結果から、ノルアドレナリンは、アストロサイトのβ3 受容体を刺激す
ることでGCLC を発現誘導することにより GSH産生を増加させ、 MRP1 を介して細胞外へ
のGSH放出を促進し、神経細胞にシステインを供給して、神経細胞を酸化的ストレス誘発
細胞死から保護することが考えられた(Fig.36)。
第三章では、β3受容体選択的作用薬が脳内GSH量を増加させ神経細胞保護作用を示すか
否かについて検討した。マウスの脳におけるβ3 受容体の発現を検討した結果、嘆球、前頭
葉、大脳皮質、海馬、線条体、視床、視床下部、中脳背側部、中脳腹側部、小脳、橋・延
緒宜の各部イ〕.ι.1こ才3し、てβ3 ^谷.C夲蛋白質1カミ発現.してし、ることを・万ミしブ、ま六β3 受宅〒体遷呈市尺
的作用薬SR58611Aの投与により、嘆球、大脳皮質、海馬、線条体、視床下部、中脳腹側部
での組織内GSH量が増加すること、それらの部位におけるGCLCの発現量が増加すること
を明らかにした。これらの結果は、喚球、前頭葉、大脳皮質、線条体、視床下部、中脳腹
側部では、SR58611A の投与により、アストロサイトのβ3 受容体が刺激されることで GCLC
が発現誘導され、 GSH 量が増加することを示唆しているまた、 SR58611A の反復前投与
により、MPTP誘発ドパミン神経細胞死が抑制されることを明らかにした。以上の結果より、
SR58611A は、黒質での GSH 量を増加させることにより、 MPTP によるドパミン神経細胞
死を抑制することが示唆された。
ハーキンソン病患者の脳では、 GSH 量が著明に減少しており、酸化的ストレスがドパミ
ン神経細胞死に関与すると考えられている乃'刀)。本研究の結果から、β3受容体選択的作用
薬は、ハーキンソン病患者の脳で減少したGSH量を回復することにより酸化的ストレスに
よるドパミン神経細胞死を抑制し、疾患の進行を抑制する治療薬となる可能性が考えられ
た。今後、臨床研究により、パーキンソン病の進行を抑制する治療薬としてのβ3受容体選
択的作用薬の有用性が明らかにされ、その治療に貢献することが期待される
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